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1. INTRODUZIONE 
 
1.1  La scienza delle fermentazioni: lo sviluppo della microbiologia industriale 
I processi fermentativi, che portano alla produzione di diverse sostanze di interesse 
industriale fra cui gli enzimi, rappresentano l’estensione su larga scala dei processi 
metabolici naturali e il loro sviluppo è da considerarsi parallelo a quello della microbiologia 
industriale. 
La nascita della microbiologia industriale risale alla seconda metà dell’800 e, in particolare, 
agli studi di Pasteur sulla fermentazione lattica e alcolica. Egli infatti dimostrò che la 
fermentazione e, di conseguenza, la produzione di tutti gli alimenti fermentati erano il 
risultato di un’attività biologica imputata ad organismi viventi e non un mero processo 
chimico.  
Dal punto di vista della microbiologia industriale, i microrganismi possono essere 
considerati come dei piccoli bioreattori (“cell factory”), in grado di metabolizzare le materie 
prime (nutrienti o substrati) che costituiscono il loro terreno di coltura e produrre delle 
sostanze molto utili a livello industriale, aventi valore economico. 
Le prime fermentazioni industriali si configurarono come uno sviluppo dei processi 
fermentativi empirici tradizionali, sviluppo però basato sulla scoperta scientifica che gli 
attori principali di tali processi sono i microrganismi; è infatti il loro metabolismo, aerobio, 
anaerobio o anaerobio facoltativo, che permette l’accumulo di particolari prodotti.  
Il successivo sviluppo di discipline innovative quali genetica, biochimica e biologia 
molecolare, parallelamente alla scoperta del DNA e di tutti i meccanismi di trascrizione e 
traduzione delle informazioni genetiche, ha permesso una maggiore comprensione dei 
meccanismi che stanno alla base del metabolismo microbico, permettendo così lo sviluppo 
delle biotecnologie industriali. L’industria chimica infatti, nonostante abbia avuto da sempre 
un ruolo fondamentale in diversi ambiti industriali, dopo il XX secolo ha dovuto 
“scontrarsi” con l’avvento delle biotecnologie e nel concreto con la nascita dell’industria 
biotecnologica. La nascita delle biotecnologie ha apportato un cambiamento significativo 
nello sviluppo di un processo industriale: fermentazioni, bio-processi ed estrazione di 
molecole e principi attivi da fonti naturali stanno gradualmente sostituendo i processi 
tradizionali basati sulla sintesi chimica, il tutto sulla base di una maggiore efficienza in 
termini di selettività, dispendio di energia e sostenibilità ambientale.  
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Sono state diverse le tappe biotecnologiche (Figura 1) che hanno contribuito allo sviluppo 
della microbiologia industriale e, in particolare, una di esse è la produzione per via 
fermentativa di acetone e butanolo a partire dal comune amido, processo sviluppato nel 1910 
dallo scienziato Chaim Weizmann, impiegando un ceppo di Clostridium acetobutylicum. 
 
 
Figura 1: Principali tappe biotecnologiche che hanno contribuito allo sviluppo della 
microbiologia industriale (Manzoni, 2006) 
- 3 - 
 
Dunque la nascita e il successo della microbiologia industriale è da imputare alla 
connessione sinergica tra discipline tecnologiche e scientifiche, tutte orientate ad una 
maggiore comprensione e ottimizzazione dei processi metabolici naturali, aspetti che hanno 
portato alla produzione massiccia di sostanze di notevole importanza economica e 
industriale. 
 
1.2  La fermentazione: definizioni ed evoluzione del pensiero scientifico  
Esistono diverse definizioni e diversi significati da attribuire al termine “fermentazione”.  
Nell’ambito di un contesto puramente empirico e pratico, per fermentazione si intende un 
processo in cui un prodotto libera gas e si trasforma in altre sostanze. Il termine 
“fermentazione” deriva infatti dal verbo latino fervere che significa bollire, facendo in 
questo modo riferimento allo sviluppo di bolle di anidride carbonica. In tal senso, si può far 
riferimento alla fermentazione alcolica, processo microbiologico effettuato da 
microrganismi appartenenti ai lieviti, che consente la trasformazione anaerobica di substrati 
zuccherini in etanolo e anidride carbonica.  
I microrganismi, in realtà, vengono utilizzati per scopi utili da millenni, molto tempo prima 
che qualcuno venisse a conoscenza della loro esistenza e delle loro caratteristiche: gli antichi 
sumeri, egiziani e romani sfruttavano le fermentazioni per la lievitazione del pane e la 
produzione di bevande alcoliche (vino, birra, sakè, ecc.) e latti fermentati (yogurt, kefir, 
ecc.). In un contesto biochimico, la fermentazione, definita dal chimico e biologo francese 
Louis Pasteur come “vie sans air”, viene identificata come una trasformazione anaerobica di 
sostanze organiche. In questo senso, essa farebbe riferimento ad un processo biochimico di 
generazione di energia metabolica in assenza di ossigeno, in cui composti organici agiscono 
sia come donatori che come accettori di elettroni e non è dunque presente una catena 
respiratoria con ossigeno o azoto quali accettori finali di elettroni. Il prodotto della 
fermentazione utile per il microrganismo sarebbe quindi la quantità di energia che si forma 
durante il processo e che viene immagazzinata come ATP, indispensabile allo svolgimento 
delle reazioni chimiche cellulari. Dalla fermentazione inoltre si originano anche altri 
composti, che derivano dai processi di metabolizzazione dei carboidrati in condizioni 
anaerobiche.  
Infine, da un punto di vista biotecnologico industriale, la fermentazione è definita come il 
processo attraverso cui elevate quantità di organismi viventi (batteri, lieviti, funghi 
filamentosi, cellule di mammifero, cellule vegetali) vengono coltivati in condizioni 
controllate, sia in aerobiosi che in anaerobiosi, per ottenere dei prodotti. Quindi con il 
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termine di “fermentazione industriale” si tende ad indicare l’insieme di tutti quei processi 
che consentono la crescita e lo sviluppo dei microrganismi su larga scala, in fermentatori o 
bioreattori, indipendentemente dalle condizioni (aerobiosi e anaerobiosi), allo scopo di 
produrre e isolare sostanze e metaboliti utili per diverse applicazioni industriali, aventi un 
determinato valore economico. 
 
1.3  I prodotti dei processi fermentativi industriali 
In meno di un secolo i prodotti ottenuti da fermentazioni microbiche hanno subìto un rapido 
decollo che li ha portati a conquistare i mercati che prima erano propri solamente 
dell’industria chimica. Inoltre lo sviluppo dell’ingegneria genetica ha portato alla nascita di 
nuove sostanze industrialmente utili, oltre ad aver favorito una maggiore comprensione dei 
processi metabolici e cellulari legati ai microrganismi nonché dei loro meccanismi di 
regolazione, tutti strumenti utili per migliorare e implementare la produttività di queste 
sostanze. 
Un processo biotecnologico porta all’ottenimento di un certo prodotto ed è costituito da due 
diversi step: 
 step di reazione (upstream), che comprende tutte le fasi della fermentazione inclusi la 
formulazione del terreno adeguato per lo sviluppo del microrganismo sia su scala di 
laboratorio che nella produzione in larga scala, la sterilizzazione del mezzo di 
coltura, dei fermentatori e di tutte le apparecchiature accessorie, la preparazione della 
coltura pura del microrganismo da inoculare e infine il monitoraggio della crescita 
del microrganismo che produce la sostanza ricercata.  
 step di isolamento del prodotto (downstream), che comprende tutte le fasi successive 
al processo fermentativo, fra cui l’estrazione del prodotto, la sua purificazione e il 
corretto smaltimento degli scarti originatesi dal processo. 
L’equazione semplificata che è utile per descrivere un qualsiasi processo biotecnologico è la 
seguente (Figura 2): 
 
Figura 2: Equazione semplificata di un processo biotecnologico (Manzoni, 2006) 
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dalla quale si evince che le cellule (microbiche, animali o vegetali), in presenza di un 
adeguato substrato e attraverso un attenta conduzione a livello biochimico-molecolare e 
impiantistico del processo, sviluppano un determinato prodotto.  
Sfruttando dunque il macchinario metabolico e biosintetico dei microrganismi appartenenti a 
diversi raggruppamenti fisio-tassonomici, si può ottenere su larga scala un’ampia varietà di 
prodotti: 
 Biomassa microbica 
 Prodotti che derivano dal metabolismo microbico cellulare:  
- metaboliti primari  
- metaboliti secondari 
 Prodotti complessi 
 Prodotti da DNA ricombinante 
 Prodotti ottenuti da biotrasformazioni 
 Enzimi microbici 
 
1.3.1 Biomassa microbica 
La produzione di biomassa microbica deriva da quelle fermentazioni in cui le cellule 
microbiche stesse costituiscono il prodotto finale e trova applicazione in processi industriali 
diversi: la produzione del lievito per l’industria dei prodotti da forno, lo sviluppo di funghi 
superiori commestibili, la produzione di colture starter quali fermenti lattici per l’industria 
lattiero-casearia, enologica e dei prodotti carnei, colture azotofissatrici e insetticide per 
applicazioni biotecnologiche nel settore ambientale, e infine, produzione di cellule 
microbiche come preziosa fonte proteico-vitaminica per l’alimentazione umana e animale 
(SCP, single-cell protein) o come integratori per uso dietetico. 
 
1.3.2 Prodotti che derivano dal metabolismo microbico cellulare 
In tutti gli organismi viventi –animali, vegetali, microrganismi- avvengono delle reazioni 
chimiche dalle quali si originano delle molecole che, se da un lato sono essenziali e 
necessarie per la riproduzione e la vita delle cellule stesse, dall’altro la loro produzione trova 
diverse applicazioni a livello industriale. 
Tali sostanze derivano da “pathway” biochimici più o meno complessi e, in virtù dei 
processi cellulari e metabolici che le caratterizzano, possono essere divise in due gruppi 
principali. 
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1.3.2.1 Metaboliti primari 
I metaboliti primari fanno riferimento ai prodotti finali o intermedi del metabolismo 
energetico ossidativo o fermentativo e dunque sono strettamente connessi ai processi 
biosintetici e catabolici del metabolismo centrale.  
Chiamati anche metaboliti di degradazione isolabili, essi derivano da una degradazione 
biochimica del substrato fonte di carbonio ed energia, possono accumularsi all’interno o 
all’esterno delle cellule e da esse, con differenti metodi, possono essere estratti. 
 Negli ultimi tempi moltissimi prodotti del metabolismo primario stanno rivestendo grande 
importanza economica nell’ambito dei processi fermentativi su larga scala applicati a diversi 
settori industriali (Tabella 1).  
Tabella 1: Esempi di metaboliti primari e loro principali applicazioni 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gli acidi organici, fra cui acido citrico e acido lattico, sono stati fra i primi prodotti di 
fermentazione e tutt’oggi, in termini di produzione annua, rappresentano i maggiori 
Metabolita primario: 
classe chimica 
Esempio Applicazione industriale 
Alcoli Etanolo Industria delle bevande 
Acidi organici 
Acido citrico, acido lattico, 
acido acetico, acido 
propionico, acido fumarico, 
Vari usi nell’industria 
alimentare 
Amminoacidi 
Acido glutammico, acido 
aspartico, lisina, 
fenilalanina 
Industria degli aromi 
alimentari, industria dei 
mangimi animali 
Vitamine B2, B12, C 
Integratori alimentari e 
mangimi 
Nucleotidi e acidi nucleici 5’ acido guanilico Additivi alimentari 
Polialcoli Glicerolo, mannitolo Industria dolciaria 
Polisaccaridi 
Amido, maltodestrine, 
ciclodestrine 
Vari usi nell’industria 
alimentare 
Antiossidanti Acido ascorbico Industria alimentare 
Lipidi Ormoni Industria farmaceutica 
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componenti del mercato dei prodotti di origine microbica ottenuti per via fermentativa; altri 
composti non hanno un mercato fisso in virtù di una ancora perseverante competizione con i 
prodotti sintetici.  
La produzione globale di etanolo del 2005 è stimata in 38 miliardi di litri, l’80% dei quali 
usati come carburante (Donadio, 2008). Incentivi statali da parte dei governi statunitense e 
brasiliano hanno lanciato dei programmi di produzione di etanolo come bio-carburante 
rispettivamente dall’amido di granturco e dalla canna da zucchero, facendo chiaramente 
prevedere che vi sarà un significativo aumento della produzione negli ultimi anni. 
 
1.3.2.2 Metaboliti secondari 
Considerando la curva di crescita dei microrganismi, se durante la fase esponenziale 
vengono sintetizzate molecole necessarie alla crescita e riproduzione cellulare, nella fase 
stazionaria le cellule microbiche sintetizzano composti che spesso non hanno una ben 
definita funzione nel metabolismo cellulare in termini di sviluppo e accrescimento. Tali 
molecole rappresentano i metaboliti secondari, prodotti che derivano da meccanismi di 
biosintesi più o meno complessi e che normalmente vengono riversati all’esterno delle 
cellule microbiche. La distribuzione tassonomica del metabolismo secondario è limitata ad 
alcuni gruppi microbici (muffe, attinomiceti e batteri sporigeni) e la stessa eterogeneità di 
tali molecole, sia a livello di struttura chimica che di attività e funzione, costituisce un 
aspetto interessante, oggetto di dibattito a livello scientifico.  
Da un punto di vista industriale, l’interesse per questa classe di composti è sempre più 
rilevante ed emergente data la loro notevole applicazione nel settore alimentare, 
farmaceutico e chimico: aromi, profumi, antibiotici, metaboliti secondari con attività 
biologiche diversificate (immunomodulanti, ormonali, antitumorale), inibitori di attività 
enzimatiche, pigmenti, alcaloidi.  
Il motivo per cui i microrganismi producano queste sostanze ancora oggi non è del tutto 
chiaro; se da un lato, la produzione di antibiotici o di altre molecole ad attività antimicrobica 
potrebbe avere un ruolo nell’avvantaggiare nel loro ambiente i microrganismi che si 
sviluppano più lentamente, dall’altro lato altri metaboliti secondari che non hanno attività 
antimicrobica potrebbero derivare da precursori primari a basso peso molecolare prodotti 
nella fase stazionaria, assumendo così un ruolo fondamentale nei processi di regolazione 
metabolica.  
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1.3.3 Prodotti complessi 
Un ulteriore prodotto della tecnologia microbica fermentativa è rappresentato dai prodotti 
complessi, prodotti non isolabili ma utilizzabili in toto, che entrano direttamente nel settore 
alimentare. Questa classe fa riferimento ai prodotti alimentari ottenuti con le fermentazioni 
tradizionali, gran parte dei quali presenta caratteristiche organolettiche e sensoriali ben 
diverse dal substrato di partenza. I microrganismi autoctoni trasformano “biochimicamente” 
il materiale di partenza contribuendo alla creazione del nuovo prodotto. 
Vino, prodotti lattiero-caseari, aceto, prodotti da forno, vegetali fermentati, rappresentano 
tutti esempi di prodotti complessi. 
1.3.4 Prodotti da DNA ricombinante 
Le notevoli scoperte nell’ambito della biologia molecolare hanno contribuito all’avvento 
della tecnologia del DNA ricombinante: sequenze di DNA di organismi superiori (ad 
esempio, piante e animali) possono essere inserite nel corredo genomico di batteri che sono 
in grado di replicare la sequenza di interesse e di farla esprimere. In questo modo la varietà 
dei prodotti di fermentazione si è notevolmente ampliata e, benché trovino maggiore 
applicazione nell’industria farmaceutica, essi sono in continuo aumento e sviluppo nel 
panorama internazione, in cui si stima che il mercato globale dei farmaci biotecnologici 
superi i 20 miliardi di dollari (Demain, 2000). 
 
1.3.5 Prodotti ottenibili per biotrasformazione   
Le cellule microbiche possono essere usate per convertire un composto in un altro a esso 
correlato ma più interessante dal punto di vista industriale e talvolta anche economico. In tal 
senso i microrganismi vengono impiegati come biocatalizzatori in quanto possiedono un 
corredo enzimatico ad alta specificità posizionale e stereoselettività, parametri che 
contribuiscono a rendere un processo biotecnologico più specifico e selettivo rispetto ad una 
sintesi chimica. Le reazioni che potrebbero essere catalizzate da microrganismi includono 
deidrogenazione, ossidazione, idrossilazione, decarbossilazione, deaminazione e 
isomerizzazione (Stanbury et al.,1995) e, oltre al più noto processo di trasformazione 
microbica quale la conversione di etanolo ad acido acetico per la produzione dell’aceto, altre 
sostanze ottenute per biotrasformazione microbica includono steroidi, alcuni antibiotici, 
prostaglandine.  
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1.4  Una particolare categoria fra i prodotti di fermentazione: gli enzimi 
L’industria degli enzimi è il risultato del rapido sviluppo delle moderne biotecnologie. 
Il mercato globale degli enzimi e il numero di processi industriali basati sull’impiego di 
questi biocatalizzatori stanno crescendo sempre più rapidamente. 
Gli enzimi sono dei catalizzatori biologici che catalizzano tutte le reazioni chimiche che 
avvengono nelle cellule degli organismi viventi. La parola enzima deriva dal greco “ en- 
zyme” (lett. dentro il lievito) per indicare il luogo in cui gli enzimi vennero dapprincipio 
trovati.  
Da un punto di vista chimico sono delle proteine dotate di un’attività catalitica nei confronti 
di un substrato o reagente, effetto che esplicano aumentando la velocità di una reazione 
chimica. La Tabella 2 rappresenta le diverse classi di enzimi presenti in natura. 
Tabella 2: Classificazione degli enzimi ed esempi di reazioni chimiche catalizzate 
Classe 
Tipo di reazione 
chimica catalizzata 
Esempi 
1. Ossidoreduttasi 
Reazioni di 
ossidoriduzione; 
trasferimento di atomi di 
idrogeno e ossigeno, o di 
elettroni da una molecola 
all’altra. 
Deidrogenasi, ossidasi 
2. Transferasi 
Trasferimento di un 
gruppo funzionale da un 
substrato a un altro. 
Transaminasi,  chinasi 
3. Idrolasi 
Idrolisi (aggiunta di 
acqua) 
Lipasi, amilasi, proteasi 
4. Liasi 
Addizione o rimozione 
non-idrolitica di gruppi 
funzionali dal substrato 
Decarbossilasi 
5. Isomerasi 
Riarrangiamento 
intramolecolare 
Isomerasi, mutasi 
6. Ligasi 
Unione di due molecole 
attraverso la costituzione 
di nuovi legami covalenti 
Sintetasi, polimerasi 
 
Gli enzimi, e dunque la loro attività catalitica, sono stati sfruttati dall’uomo fin dalla 
preistoria e una delle prime testimonianze scritte dell’impiego di enzimi è rappresentata dai 
poemi epici di Omero, risalenti all’800 a.C., in cui viene citato l’uso di enzimi per la 
produzione di formaggio.  
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Le amilasi fungine (nello specifico, provenienti da Aspergillus oryzae) furono i primi enzimi 
ad essere utilizzati nella produzione industriale delle bevande alcoliche, in seguito raggiunti 
da glucoamilasi provenienti da aspergilli e amilasi batteriche, che, insieme, costituirono la 
base per il processo di idrolisi dell’amido a glucosio. Parallelamente vennero introdotte sul 
mercato tre diverse varietà di rennina prodotte da funghi, in modo da sostituire la rennina, 
enzima estratto dallo stomaco dei vitelli e delle pecore, impiegato nell’industria casearia. 
Gli enzimi trovano oggi un’ ampia applicazione in diversi settori industriali: industria 
alimentare, farmaceutica, cosmetica, tessile e industria dei detergenti e altre ancora (Figura 
3). 
 
Figura 3: Principali settori di impiego degli enzimi (Gruppo Biotecnologie Industriali, 2006) 
 
In questo scenario, enzimi come proteasi, amilasi e lipasi dominano il mercato mondiale 
grazie alle loro appetibili proprietà , fra cui l’attività idrolitica nei confronti dei tre grandi 
gruppi di biopolimeri: proteine, carboidrati e lipidi. Inoltre, grazie alla loro attività 
biocatalitica, risultano essere fondamentali per il decorso di reazioni chimiche di notevole 
importanza a livello industriale (Tabella 3). 
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Tabella 3: Enzimi, settori industriali e relative applicazioni ( Kirk et al., 2002) 
Settore industriale Classe enzimatica Applicazione 
Detergenti 
Proteasi 
Amilasi 
Lipasi 
Cellulasi 
Rimozione di macchie di origine 
proteica, lipidica e amilacea. 
Amido e carburante 
Amilasi 
 
Amiloglucosidasi 
Pullulanasi 
Glucosio isomerasi 
Ciclodestrina glicosil transferasi 
Xilanasi 
Proteasi 
Liquefazione dell’amido  e 
saccarificazione 
Saccarificazione 
Saccarificazione 
Conversione glucosio- fruttosio 
Produzione di ciclodestrine 
Riduzione di viscosità 
Varie applicazioni 
Prodotti lattiero-caseari 
Proteasi 
 
Lipasi 
Lattasi 
Pectin metil esterasi 
Pectinasi 
Transglutaminasi 
 
Coagulazione del latte, alimenti 
per infanzia, aroma 
Aroma nei formaggi 
Rimozione di lattosio 
Succhi di frutta 
Succhi di frutta 
Modificazione delle proprietà 
viscose 
Prodotti da forno 
Amilasi 
Xilanasi 
Lipasi 
Fosfolipasi 
Glucosio ossidasi 
Lipossigenasi 
 
Proteasi 
Transglutaminasi 
Volume e tessitura del pane 
Tessitura dell’impasto 
Emulsionante 
Emulsionante 
Potenziamento dell’impasto 
Potenziamento dell’impasto e 
sbiancatura 
Biscotti 
Forza e resistenza nell’impasto 
Mangimi animali 
 
Fitasi 
 
Digeribilità dei fitati, rilascio di 
fosforo 
 
Bevande 
Xilanasi e β-glucanasi 
Pectinasi 
Amilasi 
β-glucanasi 
Acetolattato decarbossilasi 
Laccasi 
Digeribilità Depectinizzazione, 
Succhi di frutta, birra 
Mashing 
Maturazione della birra 
Chiarificazione dei succhi di frutta, 
aroma della birra, trattamento dei 
tappi di sughero 
Tessile 
Cellulasi 
 
Amilasi 
Pectato liasi 
Catalasi 
Laccasi 
Perossidasi 
Rifinitura  dei jeans, 
ammorbidimento del cotone 
Riduzione delle dimensioni 
Sfregatura 
Effetto sbiancante 
Effetto sbiancante 
Rimozione dell’eccesso di tintura 
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Carta 
Lipasi 
Proteasi 
Amilasi 
 
Xilanasi 
 
Cellulasi 
Controllo dei contaminanti 
Rimozione dei biofilm 
Inchiostro e miglioramento del 
drenaggio 
Potenziamento dell’ effetto 
sbiancante 
Modificazione delle fibre 
Oli e grassi 
Lipasi 
Fosfolipasi 
Transesterificazione 
Degommatura 
Sintesi organica 
Lipasi 
 
Acilasi 
Nitralasi 
Risoluzioni di alcol chirali e 
ammidi 
Sintesi di penicilline 
semisintetiche 
Sintesi di acidi carbossilici 
enantiopuri 
Pelle 
Proteasi 
Lipasi 
Varie applicazioni 
Cura personale 
Amiloglucosidasi, Glucosio 
ossidasi, perossidasi 
Antimicrobici 
 
Gli enzimi sono tutt’oggi estratti da tessuti vegetali o da organi animali che li producono, ma 
molti degli enzimi di interesse industriale vengono prodotti sfruttando i microrganismi. La 
produzione di enzimi attraverso le fermentazioni microbiche ha avuto un ampio sviluppo per 
diverse ragioni: un processo fermentativo che impiega microrganismi ha un costo 
relativamente contenuto se paragonato alle rese ottenibili, inoltre i microrganismi sono 
facilmente disponibili e coltivabili, si intravede una maggiore facilità nell’incrementare il 
processo produttivo di un sistema microbico, specie se paragonato a un modello animale o 
vegetale, e infine, la produzione di un enzima può essere realizzata utilizzando anche le 
tecniche di ingegneria genetica grazie alla tecnologia del DNA ricombinante. I 
microrganismi crescono infatti molto velocemente realizzando colture di alta resa industriale 
ed economicamente vantaggiose, aspetto che fa intravedere il traguardo di poter mettere a 
punto microrganismi adatti a produrre qualsiasi enzima. (Stocchi, 2005) 
Gli enzimi, essendo proteine, traggono la loro origine dalla sequenza che rappresenta il 
dogma centrale della biologia molecolare, DNA-RNA-proteine e, in particolare, quelli 
ottenuti dai microrganismi possono presentare una diversa localizzazione a livello cellulare 
(enzimi endocellulari, esocellulari, di superficie), parametro che risulta fondamentale nella 
progettazione e realizzazione di un processo biotecnologico.  
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1.4.1 Gli enzimi nell’industria alimentare 
Da anni gli enzimi trovano applicazione in diversi settori dell’industria alimentare. 
Il primo enzima di origine microbica utilizzato nell’industria alimentare fu una glucoamilasi 
che consente l’idrolisi dell’amido in glucosio. L’industria dell’amido ha iniziato molto 
presto ad impiegare enzimi poiché per la produzione di speciali tipi di dolcificanti ( fra cui 
sciroppi di glucosio e fruttosio) non potevano essere utilizzate le tradizionali reazioni 
chimiche. L’impiego dell’amilasi riduce i costi di produzione e permette di condurre una 
reazione con un’alta resa ottenendo prodotti altamente puri e facilmente cristallizzabili. 
Sciroppi e amido modificato trovano impiego in una vasta gamma di prodotti alimentari 
quali bevande, dolci, prodotti da forno, gelati, salse, alimenti per neonati, conserve di frutta, 
ecc. 
Un altro settore fruttuoso per gli enzimi alimentari è quello legato all’industria dei prodotti 
da forno, in cui i primi enzimi a trovare impiego furono le alfa amilasi, usate per migliorare 
il volume e la consistenza del prodotto. Inoltre, l’impiego di enzimi in questo settore 
consente di ridurre l’uso di additivi chimici, garantendo prodotti di qualità con una 
lievitazione uniforme e in grado di mantenere la freschezza più a lungo.  
L’utilizzo di lipasi, emicellulasi e xilanasi può essere sfruttato in alternativa ad un 
emulsionanante chimico (E472e o estere monogliceridico dell’acido diacetil tartarico) per 
migliorare la resistenza della maglia glutinica nei confronti dell’anidride carbonica di 
origine fermentativa e in questo modo agevolare la lievitazione dell’impasto. Le 
emicellulasi, e nello specifico pentosanasi e xilanasi, sono una categoria di enzimi che 
consentono la conversione delle fibre insolubili in solubili e migliorano la sofficità del 
prodotto aumentando l’assorbimento di acqua da parte dell’impasto.  
Riguardo l’industria lattiero-casearia, l’applicazione degli enzimi nei processi di 
trasformazione del latte ha una tradizione molto lunga. Infatti, già nell’antichità il caglio di 
vitello, contenente proteasi in grado scindere la caseina del latte, veniva impiegato per la 
produzione di formaggio. Attraverso le tecniche di ingegneria genetica è stato possibile 
produrre il caglio per fermentazione, mediante microrganismi geneticamente modificati nei 
quali è stato inserito il gene animale che codifica per quell’enzima. Altri usi degli enzimi nel 
settore lattiero-caseario riguardano la produzione di latte per bambini: le proteasi sono 
utilizzate da molto tempo nella produzione di latte vaccino per l’infanzia in quanto, grazie 
alla loro azione di scissione delle proteine, riducono reazioni allergiche e di 
sensibilizzazione, rendendo inoltre il latte più digeribile. Ma le proteine non sono gli unici 
allergeni presenti nel latte; il latte contiene anche il lattosio, un disaccaride che per essere 
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metabolizzato e assorbito a livello intestinale deve essere scisso nei due suoi componenti 
glucosio e galattosio, mediante un enzima chiamato lattasi. Poiché è stato visto che il livello 
di lattasi nella fase adulta di una parte della popolazione diminuisce considerevolmente, è 
nata l’esigenza di produrre industrialmente lattasi, nello specifico beta galattosidasi, in grado 
di idrolizzare il lattosio. 
Anche nel settore delle bevande l’utilizzo degli enzimi è fondamentale. Le pectinasi 
vengono impiegate da più di 60 anni nella produzione dei succhi di frutta e giocano un ruolo 
fondamentale in questo settore. La loro funzione è quella di scindere la pectina, un 
polisaccaride presente nella frutta e il loro utilizzo risulta essere un requisito fondamentale 
per ottenere succhi di frutta limpidi e stabili. Le laccasi sono enzimi che catalizzano una 
reazione che consente la rimozione dei polifenoli, utile per la chiarificazione dei succhi di 
frutta e delle bevande.  
Una tecnica ormai consolidata è quella legata all’uso di amilasi nella miscela di malto 
d’orzo e acqua per favorire la fermentazione nell’ambito del processo di produzione della 
birra, mentre, nell’industria enologica, preparazioni enzimatiche vengono impiegate in 
diverse fasi fra cui la macerazione, la chiarificazione e l’invecchiamento, favorendo il 
rilascio di aroma e colore.  
In realtà, oltre alle suddette applicazioni, esistono altri enzimi coinvolti in meccanismi 
biochimici di grande interesse in moltissimi altri settori dell’industria alimentare. La 
scoperta di nuovi enzimi e la parallela comprensione dei loro meccanismi di azione potrà 
rivelarsi utile per fornire in futuro nuove applicazioni all’interno dell’industria alimentare. 
1.4.2 Biosicurezza: uso degli enzimi nell’industria alimentare 
Gli enzimi fanno parte , seppur inconsapevolmente, degli alimenti in quanto spesso si 
configurano come parte degli ingredienti impiegati nelle produzioni alimentari (basti 
pensare agli enzimi del lievito Saccharomyces spp. attori principali del processo biochimico 
che rende possibile il processo di panificazione). In genere sono impiegati a scopo 
tecnologico nella produzione, lavorazione, preparazione e trattamento degli alimenti, come, 
ad esempio, gli enzimi usati per scindere la struttura molecolare della frutta o per 
trasformare l’amido in zuccheri nella produzione delle bevande alcoliche. In realtà possono 
essere utilizzati anche come veri e propri additivi alimentari (ad esempio il lisozima, 
E1105). 
Storicamente gli enzimi non vengono considerati dannosi per la salute umana e dunque non 
rappresenterebbero un pericolo per la sicurezza dei consumatori. In realtà, lo sviluppo di 
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nuovi metodi di produzione e l’uso di nuove fonti da parte dell’industria alimentare, come 
ad esempio i microrganismi geneticamente modificati, hanno generato dubbi e perplessità 
riguardo l’uso degli enzimi nei processi alimentari.  
In passato gli enzimi alimentari diversi da quelli usati come additivi alimentari non erano 
disciplinati nell’Unione europea, oppure erano regolamentati come coadiuvanti tecnologici 
secondo le singole legislazioni degli Stati membri. A causa di numerose incongruenze tra le 
varie norme nazionali che disciplinano la valutazione e l’autorizzazione degli enzimi nella 
filiera alimentare, nel 2008 è stato emanato un nuovo regolamento sugli enzimi alimentari. 
“Per «enzima alimentare» s’intende un prodotto ottenuto da vegetali, animali, microrganismi o 
prodotti derivati, nonché un prodotto ottenuto mediante un processo di fermentazione tramite 
microrganismi: 
i) contenente uno o più enzimi in grado di catalizzare una specifica reazione biochimica;  
ii) aggiunto ad alimenti per uno scopo tecnologico in una qualsiasi fase di fabbricazione, 
trasformazione, preparazione, trattamento, imballaggio, trasporto o conservazione degli stessi.” 
(Art.3 , Reg (CE) 1332/2008) 
A livello comunitario, il regolamento (CE) n. 1332/2008 disciplina l’impiego degli enzimi 
negli alimenti, compresi gli enzimi utilizzati come coadiuvanti tecnologici, stabilendo il 
principio secondo cui soltanto gli enzimi alimentari inclusi in un elenco comunitario 
possono essere utilizzati nelle produzioni alimentari e incorporati dunque negli alimenti. 
Fino a quando l’elenco non sarà introdotto, continueranno a trovare applicazione nei Paesi 
dell’UE le norme nazionali in materia d’immissione in commercio e d’impiego degli enzimi 
alimentari e degli alimenti prodotti con enzimi alimentari. 
Inoltre il suddetto regolamento assegna all’EFSA (Autorità Europea per la Sicurezza 
Alimentare) il compito di valutare la sicurezza di tutti questi enzimi alimentari prima che 
siano autorizzati e inclusi nell’elenco UE. Sono fissate anche delle regole di etichettatura: gli 
enzimi alimentari che vengono impiegati nel processo di produzione ma non sono presenti 
nel prodotto finito non devono essere dichiarati in etichetta; quando invece vengono 
utilizzati come veri e propri additivi, e quindi risultano presenti nel prodotto finito, devono 
essere obbligatoriamente dichiarati in etichetta, il tutto per il raggiungimento di un fine 
comune: la tutela della salute dei consumatori (Reg CE 1332/2008). 
Nell’Unione Europea l’AMPEF (Association of Manufacturers and Formulators of Enzyme 
Products) garantisce che gli enzimi impiegati in campo alimentare siano ottenuti da 
microrganismi non patogeni e non tossigeni, i cosiddetti GRAS (Generally Recognized As 
Safe) individuati dall’ente governativo statunitense FDA (Food and Drug Administration). 
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La valutazione di sicurezza si basa sulla messa a punto  di test clinici e tossicologici atti a 
valutare la potenziale tossicità acuta, cronica, subcronica e l’enventuale potere mutageno 
della sostanza in esame. Un esempio è rappresentato dalla valutazione di sicurezza effettuata 
sulla lipasi G di Pennicillium camembertii, usata nell’industria dei prodotti caseari, che si è 
dimostrata non patogena né tossigena e dunque sicura per i consumatori (Aravidan et al., 
2007). 
 
1.4.3 Un gruppo di enzimi di notevole importanza nell’industria alimentare: 
gli enzimi lipolitici 
1.4.3.1 Caratteristiche generali 
Gli enzimi lipolitici sono delle proteine che catalizzano l’idrolisi dei lipidi. 
Fin dall’antichità è nota la capacità propria di cellule sia procariotiche che eucariotiche di 
degradare le sostanze lipidiche.   
Essi possono essere classificati come esterasi, fosfolipasi e lipasi, distinte sulla base di tre 
principali caratteristiche: lunghezza della catena idrolizzata, natura fisico-chimica del 
substrato e infine, cinetica enzimatica (El-Hofi et al., 2011). 
Le lipasi sono degli enzimi appartenenti alla classe delle triacil glicerol acil idrolasi e 
catalizzano l’idrolisi degli esteri degli acidi grassi (trigliceridi), scindendoli in glicerolo, 
digliceridi, monogliceridi e acidi grassi, mediante l’idrolisi del legame estereo all’interfaccia 
tra la fase acquosa, in cui l’enzima e solubile, e la fase lipidica del substrato (Figura 4). 
 
Figura 4: Meccanismo di azione di un gruppo di enzimi lipolitici: le lipasi 
 
Le lipasi sono delle proteine monomeriche aventi peso molecolare compreso in un range fra 
19 e 60 kDa. Le loro proprietà fisiche dipendono principalmente da fattori quali la posizione 
degli acidi grassi nei trigliceridi, la lunghezza della loro catena e il loro grado di 
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insaturazione. Molte lipasi sono attive in solventi organici nei quali catalizzano diverse 
reazioni fra cui l’esterificazione (Aravindan et al., 2007) e possono agire su diversi substrati 
fra cui oli naturali, trigliceridi e altri esteri degli acidi grassi.  
Tutte le lipasi, indipendentemente dalla loro origine o dimensione, presentano la stessa 
struttura di base costituita da un foglietto β centrale formato da filamenti paralleli, alternati a 
segmenti ad α-elica, formando la cosiddetta struttura tridimensionale nota come 
“ripiegamento α/β” o “α/β hydrolase fold”. 
Le lipasi sono degli enzimi molto diffusi in natura essendo ampiamente distribuiti in tutti gli 
organismi viventi e, a seconda della fonte da cui provengono, presentano caratteristiche 
strutturali e proprietà catalitiche differenti, soprattutto per quanto riguarda la specificità 
idrolitica nei confronti della posizione dei legami esterei nei trigliceridi. 
Negli organismi eucarioti questi enzimi si trovano confinati in alcuni organelli cellulari (ad 
esempio i lisosomi) o possono trovarsi nell’ambiente extracellulare, svolgendo in entrambi i 
casi un ruolo ben preciso nel metabolismo, assorbimento e trasporto dei lipidi e in 
meccanismi biochimici quali la trasduzione del segnale (Polaina et al., 2007).  
In particolare, nell’uomo e nei mammiferi superiori gli enzimi lipolitici si ritrovano nello 
stomaco e nel succo pancreatico e hanno la funzione di favorire l’idrolisi dei grassi 
permettendone l’assorbimento a livello intestinale: sono presenti diversi tipi di lipasi ognuno 
delle quali svolge un ruolo ben preciso a livello biochimico e fisiologico.  
Nel mondo vegetale le lipasi si trovano nei semi di alcune piante quali, ad esempio, orzo, 
avena, segale, e hanno lo scopo di idrolizzare gli oli che vi sono contenuti e fornire così 
l’energia richiesta nella fase di germinazione.  
Negli organismi procarioti, enzimi lipolitici come lipasi e fosfolipasi, proteine che 
idrolizzano i fosfolipidi in maniera ben specifica e selettiva, possono essere sia intracellulari 
che extracellulari e quindi trovarsi all’interno della struttura cellulare o essere secreti 
all’esterno, nell’ambiente circostante. Sequenze geniche particolari, espresse con una breve 
sequenza amminoacidica iniziale o terminale, sembrerebbero indirizzare una proteina 
all’esterno o all’interno della cellula. 
Sono diverse le specie di batteri, lieviti e muffe produttrici di enzimi lipolitici e, sebbene 
siano enzimi ampiamente diffusi in natura, solamente le lipasi di origine microbica rivestono 
un grande interesse a livello commerciale ed economico (Sharma et al., 2001).  
Gli enzimi microbici infatti si rivelano spesso molto più interessanti e utili, a livello 
industriale, rispetto agli enzimi derivanti da organismi animali o tessuti vegetali per una 
serie di motivi: gli enzimi che derivano da microrganismi sono predisposti per una grande 
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varietà di attività catalitiche diverse, possono essere ottenuti con rese più elevate e infine, i 
microrganismi stessi sono facili da manipolare geneticamente e riescono a crescere in tempi 
relativamente più brevi rispetto a cellule animali o vegetali, tutti fattori che rendono più 
vantaggiosa la loro produzione. (Hasan et al., 2006).  
Solamente il 2% dei microrganismi attualmente presenti nella Terra è stato studiato come 
possibile fonte di enzimi potenzialmente utili a livello industriale. Alcuni autori fra cui 
Hasan et al. (2006) hanno visto che i ceppi batterici mostrano una più alta attività enzimatica 
rispetto ai lieviti e ai funghi filamentosi, tendono ad avere un optimum di pH neutro o 
alcalino e generalmente sono termostabili, proprietà molto interessante per le molteplici 
applicazioni industriali di qualsiasi enzima. In realtà, secondo Jaeger et al. (1999), le lipasi 
fungine sarebbero più interessanti e più facili da ottenere, in quanto, essendo sempre enzimi 
esocellulari a differenza di quelli di origine batterica che possono essere secreti sia 
all’interno che all’esterno della cellula in relazione alla specie produttrice, la loro estrazione 
dal brodo di fermentazione sarebbe più facilitata. Ad ogni modo, con le tecniche di 
ingegneria genetica è stato possibile incrementare la resa delle cellule parallelamente ad un 
incremento nell’attività enzimatica, rendendo costitutivo il gene che codifica per l’enzima di 
interesse o inducendolo, attraverso l’uso di microrganismi come cellule ospiti dotate di 
tempi di crescita relativamente rapidi, semplici esigenze nutrizionali e facili procedure di 
screening per valutare la presenza dell’attività ricercata (Hasan  et al., 2006).  
Gli enzimi lipolitici attualmente stanno attirando un notevole interesse a causa delle loro 
notevoli applicazioni biotecnologiche e industriali, motivo per il quale, lipasi, fosfolipasi e 
altri enzimi appartenenti sempre alla stessa classe, vengono considerati fra i più importanti 
gruppi di biocatalizzatori. Uno fra i motivi che giustificano il loro grande interesse da parte 
della ricerca scientifica e dell’industria è legato alla loro capacità di catalizzare diverse 
reazioni di bioconversione, fra cui idrolisi, interesterificazione, alcolisi, acidolisi e aminolisi 
(Aravindan et al., 2007) (Ching, 2005). 
La presenza di enzimi lipolitici nei batteri è stata per la prima volta osservata da Eijkmann 
nel lontano 1901 in microrganismi quali Bacillus prodigiosus (oggi Serratia marcescens), B. 
pyocyaneus (oggi Pseudomonas aeruginosa) e Staphylococcus pyogenesaucreus (oggi S. 
aureus) (Jaeger et al., 1999). Ad oggi, numerose specie di batteri, lieviti e muffe producono 
lipasi, la maggior parte delle quali sono esocellulari ( Tabella 4). 
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Tabella 4: Fonti microbiche di lipasi e loro applicazioni alimentari 
(Aravidan et al., 2007; * Hasan et al., 2006) 
Microrganismo Applicazione alimentare 
Aspergillus oryzae Sintesi di acidi grassi saturi 
Aspergillus sp. Sintesi di aromi 
Bacillus subtilis, B. coagulans Panificazione 
Candida rugosa Sintesi di aromi, caseificazione 
C.antarctica, C. cylindracea, Sintesi di antiossidanti 
Chromobacterium viscosum Sintesi di composti aromatici 
Geotricum sp. Panificazione 
Mucor miehei Sintesi di esteri 
M. miehei & C. antartica Sintesi di aromi a corta catena 
M.miehei & Rhizopus arrhizus Produzione di esteri 
Pennicillium camembertii Produzione di glicerol-glicolipidi 
P. chrysogenum Trattamento scarti dell’industria alimentare 
P. roquefortii, Aspergillus niger & R. 
arrhizus 
Sviluppo di aromi in caseificazione 
Pseudomonas Produzione di P.U.F.A 
Rhizomucor miehei 
Tensioattivo per l’industria dei prodotti da 
forno e lattiero-caseari 
Staphylococcus warneri & S.xylosus Produzione di esteri 
Streptomyces flavogriseus * Industria lattiero-casearia 
 
Le lipasi di origine microbica risultano essere notevolmente interessanti a causa di alcune 
proprietà fra cui la stabilità nei solventi organici, la mancata richiesta di cofattori per 
svolgere l’attività catalitica, la bassa specificità di substrato e infine l’elevata 
enantioselettività. Inoltre la fonte da cui questi enzimi lipolitici vengono isolati rappresenta 
un parametro che discrimina le diverse proprietà intrinseche dell’enzima stesso, in termini di 
specificità posizionale, specificità chimica, temostabilità, optimum di pH, etc. (Borgstrom et 
al., 1984). Nello specifico è stato visto che la termostabilità risulta essere un attributo che 
influenza notevolmente il tipo di applicazione industriale a cui l’enzima è rivolto (Hasan  et 
al., 2006).  
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1.4.3.2 Applicazioni degli enzimi lipolitici nell’industria alimentare 
Gli enzimi lipolitici costituiscono un importante gruppo di biocatalizzatori sempre più 
richiesti da parte di diversi settori industriali. Indubbiamente la diversità microbica specie-
specifica in termini di proprietà enzimatiche e specificità di substrato è un aspetto, forse il 
più interessante, che rende questa classe di enzimi particolarmente appetibili da parte di 
molti settori produttivi. Enzimi lipolitici, insieme a proteasi e cellulasi, sembrano 
rappresentare la più grande fonte di profitto nel settore degli enzimi industriali ed è sempre 
atteso un loro decollo anche in nuovi ambiti (Hasan  et al., 2006).  
Un grande numero di enzimi lipolitici prodotti su scala industriale trova ampio impiego nei 
diversi comparti dell’industria alimentare. La maggior parte delle lipasi commerciali sono 
utilizzate per lo sviluppo di aromi per l’industria lattiero-casearia e nella lavorazione di altri 
prodotti alimentari fra cui carne, prodotti vegetali, frutta, prodotti da forno e bevande 
(Nagodawithana et al., 1993). Le fosfolipasi hanno trovato da sempre applicazione nella 
lavorazione del tuorlo d’uovo per la produzione di maionese e di altri emulsionanti, nella 
modificazione della leicitina e nel processo di degommatura dell’olio nell’ambito della 
raffinazione degli oli vegetali (Aravindan et al., 2007). Inoltre le lipasi vengono ampiamente 
utilizzate come catalizzatori per la sintesi degli esteri; in particolare, esteri prodotti a partire 
da acidi grassi a corta catena vengono impiegati come sostanze aromatizzanti nell’industria 
alimentare. 
Oltre a ciò, parallelamente alla nascita e all’affermazione di nuovi cibi e nuove tendenze 
alimentari, diversi studi si sono rivolti alla produzione di enzimi lipolitici da impiegare nei 
nuovi alimenti: un tipo di lipasi verrebbe utilizzata per l’idrolisi dell’olio di soia nella 
produzione del Koji, un cibo tipico dell’Asia; il Tempeh, un altro cibo fermentato a base di 
soia, conveniente fonte proteica, sarebbe prodotto a partire da una lipasi prodotta da 
Rhizopus oligosporus (Shurtleff et al., 2001). 
Industria lattiero-casearia 
Il latte è un liquido biologico secreto dalle ghiandole mammarie dei mammiferi e, dal punto 
di vista chimico-nutrizionale, è costituito da diversi componenti fra cui lipidi presenti per il 
3,5 % . Trigliceridi, fosfolipidi e colesterolo rappresentano i lipidi maggiormente presenti 
nel latte e, enzimi lipolitici come lipasi e fosfolipasi svolgono diverse funzioni tecnologiche 
nei prodotti lattiero-caseari. 
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La lavorazione del latte per la produzione di formaggio è un processo molto antico e 
oggigiorno si stima che il 35% della produzione annua di latte venga utilizzata a favore della 
tecnologia casearia (El-Hofi et al., 2011). Gli enzimi lipolitici sono da sempre ampiamente 
utilizzati nel settore lattiero-caseario per l’idrolisi del grasso contenuto nel latte, anche se 
recentemente stanno trovando impiego nella lipolisi del burro e della crema, oltre che essere 
impiegati per modificare la lunghezza della catena degli acidi grassi, esaltare l’aroma dei 
formaggi e accelerarne la stagionatura. (Ghosh et al., 1996) (Sharma et al., 2001).  
I lipidi sono i maggiori responsabili dello sviluppo dell’aroma nei prodotti lattiero-caseari 
poiché fonte di acidi grassi a corta e media catena, i quali, liberati grazie all’azione degli 
enzimi lipolitici, si configurano come dei precursori di processi catabolici che risultano 
indispensabili per arricchire la qualità sensoriale di questi prodotti (Figura 5).  
 
Figura 5: Reazioni cataboliche degli acidi grassi liberati per mezzo dell’idrolisi da parte di enzimi lipolitici 
(El-Hofi et al., 2011) 
Gli acidi grassi che si liberano sarebbero coinvolti in semplici reazioni chimiche intraprese 
dalla popolazione microbica del formaggio, processi metabolici in cui si liberano diverse 
sostanze volatili e aromatiche quali aceto acetato, metil chetoni, esteri e lattoni (Hasan  et 
al., 2006).  
Gli acidi grassi derivanti da attività enzimatiche lipolitiche, in relazione alla loro 
concentrazione e alla soglia di percezione, possono contribuire positivamente o meno 
all’aroma dei prodotti: mentre gli acidi grassi a corta catena che si liberano dall’idrolisi 
apportano un aroma intenso e gradevole a molti prodotti caseari quali i formaggi a pasta 
molle, quelli a catena media impartirebbero un aroma più raffinato al prodotto. In questo 
- 22 - 
 
modo i lipidi sembrerebbero dunque contribuire all’aroma dei prodotti lattiero-caseari 
mediante la lipolisi e la conversione metabolica degli acidi grassi liberi (El-Hofi et al., 
2011).  
I grassi presenti negli alimenti possono però subire anche reazioni ossidative: gli acidi grassi 
polinsaturi, liberati sempre dall’idrolisi, costituiscono un substrato incline all’ossidazione, 
attraverso la quale potrebbero generare aldeidi e altri composti carbonilici che sono 
fortemente aromatici e sarebbero causa di rancidità legata ad odori e sapori sgradevoli. 
Alcune ipotesi suggeriscono che le lipasi nei prodotti caseari avrebbero origine da diverse 
fonti quali il latte, il caglio e gli agenti coagulanti, le colture starter, i batteri non starter e 
infine le lipasi “esogene” che vengono impiegate (McSweency et al., 2000), ipotizzando che 
l’aroma di un prodotto stagionato sia il risultato di un’interazione chimica fra le molecole 
prodotte dai batteri lattici, enzimi presenti nel latte e nel caglio ed enzimi aggiunti 
dall’esterno (Urbach, 1997).  
Il latte stesso, inoltre, contiene una lipasi lipoproteica (LPL) coinvolta nel metabolismo dei 
trigliceridi del sangue. Teoricamente, tale lipoproteina potrebbe portare al rilascio di una 
quantità acidi grassi tale da sviluppare aromi sgradevoli nei formaggi, ma, in realtà, LPL e il 
grasso sono compartimentalizzati nei tessuti animali e quindi normalmente questa reazione 
non si verificherebbe. Secondo El-Hofi et al. (2011), LPL rilascerebbe acidi grassi a corta e 
media catena e la sua azione sarebbe maggiormente significativa nei prodotti ottenuti a 
partire dal latte crudo; inoltre, la combinazione tempo-temperatura richiesta per la sua 
inattivazione sarebbe superiore a quella utilizzata nella normale pastorizzazione. Sebbene 
LPA sembra essere in parte responsabile della lipolisi dei prodotti lattiero-caseari e di 
conseguenza di tutti i successivi eventi metabolici e biochimici ad essa connessi, anche il 
caglio utilizzato nella tecnologia casearia è una possibile fonte di lipasi, ma le lipasi e le 
esterasi dei batteri lattici (LAB) sono ritenuti essere i principali agenti lipolitici in molti 
formaggi prodotti a partire da latte pastorizzato (Fox et al., 1993). 
Infatti, per quanto le tradizionali fonti di lipasi per lo sviluppo di aromi siano costituiti dai 
tessuti animali come le ghiandole pancreatiche e i tessuti gastrici di piccoli ruminanti 
(capretti e agnelli), un apporto aromatico qualitativamente superiore è ottenuto attraverso 
l’utilizzo di lipasi microbiche combinate talvolta con altre preparazioni.   
Batteri lattici come Lactococcus spp e Lactobacillus spp sono considerati i maggiori 
responsabili della produzione di acidi grassi liberi a livelli significativi durante la fase di 
stagionatura; un’elevata attività lipolitica risulta anche dall’impiego di altre specie fra cui 
Pseudomonas spp, Acinetobacter spp e Flavobacterium spp (Chich et al., 1997).  
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Lc. lactis subsp. cremoris AM2 sviluppa, durante la stagionatura dei formaggi, elevate 
quantità di acidi grassi quali acido ottanoico (C8:0), acido tetradecanoico (C14:0), acido 
esadecanoico (C16:0) e acido ottadecanoico (C18:0) (El-Hofi et al., 2011). 
Alcune lipasi agiscono a livello extracellulare, altre sono confinate all’interno della cellula e, 
nello specifico, la lipasi-esterasi dei LAB sembrerebbe essere esclusivamente intracellulare 
secondo quanto dimostrato da El-Soda et al., (1986) che ha individuato degli enzimi 
intracellulari con attività lipolitica ed esterasica in quattro ceppi di lattobacilli: Lb. 
helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis and Lb. 
acidophilus.  
L’uso di enzimi lipolitici nell’industria casearia è legato anche all’impiego di fosfolipasi nel 
processo produttivo per aumentare la resa del formaggio, senza tuttavia ridurne la qualità 
nutrizionale. Nielsen et al. (2009) brevettarono un metodo enzimatico per incrementare la 
resa del formaggio: se prima dell’aggiunta del caglio venissero impiegate fosfolipasi, che 
idrolizzano i fosfolipidi presenti nel latte, la resa del formaggio aumenterebbe 
significativamente grazie ad una possibile ritenzione dei grassi. 
E’ ormai noto da tempo che l’impiego sinergico di enzimi, quali ad esempio lipasi e 
proteasi, può essere sfruttato per accelerare la stagionatura di un prodotto alimentare. Gli 
enzimi possono essere impiegati come tali oppure essere prima immobilizzati e incapsulati; 
le reazioni enzimatiche procedono gradualmente e, grazie all’attività catalitica specifica di 
ogni enzima, si riesce a raggiungere un livello organolettico e sensoriale notevole e 
interessante. 
In realtà, amminoacidi, peptidi solubili e altre molecole aromatiche possono originarsi anche 
dall’attività lipolitica di organismi non starter (NSLAB): molte preparazioni di lipasi 
microbiche sono state ottenute da funghi quali Mucor miehei, Aspergillus niger, Aspergillus 
oryzae, e l’aroma dei formaggi erborinati (i cosiddetti “blue cheese”) è dovuto ad enzimi, 
gran parte lipolitici, propri di Pennicillium roqueforti.  
L’impiego degli enzimi lipolitici nell’industria del latte e dei prodotti derivati è legato anche 
alla preparazione dei cosiddetti “enzyme modified cheese” (EMC), formaggi su cui vengono 
inoculati enzimi generalmente lipolitici che, incubati ad elevate temperature, agiscono sulla 
componente grassa del substrato e producono aromi concentrati che trovano applicazione 
come ingredienti per altri prodotti fra cui salse, condimenti, zuppe e snack (Ghosh et al., 
1996)  
Un altro esempio delle possibilità applicative delle lipasi nell’industria lattiero-casearia 
riguarda la produzione di composti con caratteristiche fisiche ed organolettiche simili a 
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quelle del burro di cacao, prodotto ampiamente utilizzato nell’industria dolciaria. Il burro di 
cacao contiene acido palmitico e stearico; nel 1976 Unilever, multinazionale anglo-olandese, 
ha deposto un brevetto riguardante una reazione chimica a metà fra sintesi e idrolisi volta 
alla produzione di un sostituto del burro di cacao utilizzando una lipasi immobilizzata. 
Un’importante azienda ha sviluppato e commercializzato una lipasi immobilizzata da 
Rhizopus miehei,  che catalizza una reazione di transesterificazione che scambia l’acido 
stearico con il palmitico, dalla quale si ottiene il prodotto desiderato, il trigliceride sterico-
oleico-stearico (SOS) (Jeager et al., 1998). 
Industria olearia 
L’industria olearia è sicuramente uno dei settori alimentari in cui gli enzimi lipolitici trovano 
maggiore applicazione. Un esempio è rappresentato dalla neutralizzazione degli oli acidi, in 
particolare quelli tropicali, la cui elevata acidità è dovuta alla presenza di gliceridi parziali e 
acidi grassi liberi e può essere eliminata mediante una reazione di esterificazione, catalizzata 
proprio da lipasi. 
Le lipasi infatti, oltre alla reazione di idrolisi dei legami esterei, sono anche in grado di 
catalizzare reazioni di esterificazione, interesterificazione e transesterificazione che 
coinvolgono gli oli e i grassi, ottenendo prodotti di alto valore aggiunto come particolari tipi 
di grassi (“specialty fats”) e gliceridi parziali (Aravidan et al., 2007). 
La rimozione dei fosfolipidi nel processo di raffinazione degli oli vegetali rappresenta una 
ulteriore valida applicazione in questo settore; in particolare, il processo di rimozione delle 
gomme, miscele eteropolisaccaridiche presenti negli oli vegetali, viene eseguito per via 
enzimatica e consiste nell’uso di fosfolipasi per convertire i fosfolipidi non idratabili 
presenti nell’olio, in fosfolipidi idratati.  
La stessa reazione di transesterificazione nei solventi organici, catalizzata da enzimi 
lipolitici, si configura come un’applicazione industriale emergente nella produzione di 
equivalenti di burro di cacao per l’industria dolciaria così come nella produzione di oli e 
grassi ricchi di acidi grassi polinsaturi (PUFA) di interesse specifico per l’industria 
nutraceutica e farmaceutica.  
Numerosi studi hanno confermato l’ipotesi secondo cui sarebbe possibile cambiare le 
proprietà fisiche degli oli naturali per convertirli in altri prodotti come burro e margarina con 
più alto punto di fusione utile per diverse tecnologie alimentari, oppure in prodotti 
ipocalorici.  
Normalmente l’idrolisi degli oli e dei grassi, così come la suddetta modificazione chimica, 
sono effettuati mediante una reazione chimica di interesterificazione. In realtà i metodi 
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chimici tradizionali sono basati sull’impiego di elevate temperature, pressioni e dunque su 
un notevole dispendio energetico, che talvolta può portare alla degradazione di composti 
salutisticamente interessanti come gli acidi grassi polinsaturi. L’impiego di enzimi lipolitici 
per la realizzazione di questi processi rappresenta una valida alternativa al processo chimico 
anche in termini sia di specificità che di utilizzo di condizioni di reazione moderate. 
Lipasi provenienti da un ceppo di Mucor miehei e uno di Candida antartica sono state 
utilizzate per favorire l’esterificazione di acidi grassi liberi in assenza di solvente organico o 
la transesterificazione di esteri metilici degli acidi grassi con glicerolo isopropilidene (Akoh 
et al., 2004). Un ampio uso, nell’industria olearia, è quello di lipasi immobilizzate derivanti 
da diversi microrganismi: Candida antartica, C. cylindracea, Pseudomonas spp., 
Geotrichum candidum producono enzimi lipolitici coinvolti nella esterificazione di fenoli 
per la sintesi di antiossidanti lipofili da impiegare nell’olio di semi di girasole (Busiman et 
al., 1998). 
Industria dei prodotti da forno 
Anche l’industria dei prodotti da forno è una delle filiere alimentari in cui gli enzimi 
lipolitici trovano impiego. Infatti, per ottenere prodotti di qualità, è molto sviluppato l’uso di 
enzimi ed agenti emulsionanti in grado di modificare le proprietà chimiche e reologiche di 
pane e pasta.  
L’uso di questa classe di enzimi in tale comparto è relativamente recente se paragonato a 
quello di altri enzimi. Fosfolipasi e lipasi vengono qui utilizzate per modificare i fosfolipidi 
e i galattolipidi presenti nelle farine e rilasciare lisolipidi che contribuiscono in maniera 
notevole al processo di panificazione estendendo anche la shelf-life della pasta. 
Inoltre, lipasi e fosfolipasi sono responsabili della produzione di composti con effetti 
tecnologici marcati e caratteristiche emulsionanti, portando ad una riduzione significativa 
dell’aggiunta di agenti emulsionanti nei prodotti da forno (Sandoval, 2012).  
Studi recenti suggeriscono che enzimi lipolitici come le fosfolipasi potrebbero essere 
utilizzate come validi sostituti dei tradizionali agenti emulsionanti poiché degradano i 
fosfolipidi presenti nel grano producendo lipidi emulsionanti in situ (Kirk et al., 2002; 
Collar et al., 2000). 
Gli acidi grassi a corta catena, estremamente volatili e  liberati dalla reazione di idrolisi 
vanno ad arricchire la componente aromatica dei prodotti da forno, prolungandone anche la 
conservabilità, e gli stessi parametri reologici quali tessitura, volume dell’impasto e 
morbidezza potrebbero essere migliorati mediante una reazione catalizzata da lipasi. 
(Aravidan et al., 2007). Inoltre, lieviti ingegnerizzati per il gene che codifica per la proteina 
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lipasi A si sono rivelati molto produttivi per l’enzima di interesse e hanno trovato impiego 
come coadiuvanti tecnologici nelle produzioni di molti prodotti da forno (Sanchez et al., 
2002). 
Industria dei prodotti carnei  
Molti cambiamenti biochimici sono stati osservati durante la lavorazione delle carni 
fermentate, essendo la maggior parte di loro una conseguenza delle reazioni enzimatiche 
endogene e/o microbiche. La proteolisi e la lipolisi costituiscono due dei più importanti 
fenomeni enzimatici, responsabili della generazione di composti con diretta influenza su 
sapore e aroma. Lipidi e fosfolipidi presenti nei tessuti animali subiscono reazioni di idrolisi 
che svolgono un ruolo fondamentale nella formazione dell’aroma nei salumi. Gli acidi grassi 
liberati, attraverso ulteriori reazioni ossidative, agiscono da precursori di altri componenti 
dell'aroma come esteri, aldeidi, chetoni, lattoni e alcoli ugualmente importanti. Il grasso dei 
salami ha un elevato contenuto in acidi grassi che contribuiscono allo sviluppo del sapore: la 
specificità delle lipasi influenza di gran lunga l’aroma poiché gli acidi grassi a corta e media 
catena hanno il più alto impatto sull’aroma stesso. Sebbene la scomposizione iniziale dei 
trigliceridi sarebbe imputata a lipasi endogene come la lipasi acida lisosomiale, le lipasi 
microbiche derivanti da batteri appartenenti ai generi Staphylococcus spp, Micrococcus spp 
e Lactobacillus spp, e da muffe svolgerebbero un ruolo fondamentale sia all’interno che 
all’esterno dell’insaccato contribuendo in maniera notevole al profilo aromatico del prodotto 
(Toldra et al., 1998). E’ stato visto che molti batteri lattici non riescono a idrolizzare i 
trigliceridi ma possono comunque agire sui mono e di gliceridi precedentemente idrolizzati, 
contribuendo così all’idrolisi dei grassi e alla formazione di acidi grassi liberi; i mono e di 
gliceridi sarebbero poi in grado di legare la frazione proteica idrosolubile con quella grassa 
liposolubile favorendo la consistenza, la stabilità e la compattezza del prodotto. Si può 
dunque constare come una semplice reazione catalizzata da enzimi lipolitici porti 
all’instaurarsi di una catena di eventi biochimici e metabolici che caratterizzano il profilo 
sensoriale e organolettico del prodotto finale. 
 
1.4.3.3 Altre applicazioni degli enzimi lipolitici 
Gli enzimi lipolitici sono considerati fra i più importanti gruppi di biocatalizzatori, ragion 
per cui studi sempre più recenti fanno sempre intravedere nuove possibili applicazioni anche 
in settori più distinti dall’industria alimentare.  
- 27 - 
 
Enzimi che catalizzano l’idrolisi delle leicitina sono stati implementati e ampiamente 
sviluppati allo scopo di migliorare l’attività emulsionante del tuorlo d’uovo, modificando 
anche la stabilità al calore e la viscosità. Fosfolipasi A e fosfolipasi D proveniente da 
Streptomyces chromofuscus sono state studiate e caratterizzate per il loro effetto sulle 
proprietà reologiche ed emulsionanti del tuorlo d’uovo (Sandoval, 2012). 
Parallelamente allo sviluppo di dispositivi elettronici “biologicamente attivi” quali i 
biosensori, la tecnologia degli enzimi immobilizzati ha permesso lo sviluppo di lipasi 
immobilizzate da impiegare come sensori efficienti ed accurati per la determinazione 
analitica quantitativa dei trigliceridi, procedura di considerevole interesse non solo per 
l’industria alimentare ma anche per l’industria farmaceutica e bio-ingegneristica (Kynclova 
et al., 1995). 
Enzimi lipolitici prodotti da Candida rugosa trovano ampie applicazioni nella produzione 
del gelato quanto nello sviluppo di prodotti farmaceutici e amminoacidi non ottenibili dai 
convenzionali processi chimici sintetici (Benjamin et al., 1998). Inoltre, lipasi immobilizzate 
sempre provenienti da alcune specie del lievito Candida sono state applicate per eseguire 
una esterificazione enzimatica di composti bioattivi con acidi grassi: vitamine e metaboliti 
secondari prodotti da piante e microrganismi, possono subire reazioni di acilazione per 
generare prodotti utili per l’industria nutraceutica, farmaceutica, cosmetica e degli alimenti 
zootecnici (Aravindan et al., 2007). 
 Il grande interesse per questa categoria di enzimi è allo stesso modo legato al settore 
ambientale dato che enzimi lipolitici, in associazione con altri gruppi microbici, possono 
essere impiegati nel trattamento degli effluenti industriali come quelli derivanti dalla stessa 
industria alimentare (industria del gelato, per citare un esempio), configurandosi come una 
reale possibilità di biorisanamento. 
Infine, se nell’industria tessile, della carta e in quella dei detergenti esistono già delle 
concrete probabilità di utilizzo degli enzimi lipolitici, quest’ultimi, sulla base di meccanismi 
chimici più o meno complessi quale ad esempio la transesterificazione di oli vegetali con 
metanolo ed etanolo, potrebbero entrare a far parte anche del settore agro-industriale legato 
alla produzione di biodiesel come fonte energetica rinnovabile. 
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1.4.4 Il genere Streptomyces come fonte di enzimi lipolitici 
1.4.4.1 Caratteristiche fisio-tassonomiche 
Il progresso scientifico che ha portato al rapido sviluppo e implementazione di processi 
microbiologici e industriali, se da un lato è stato certamente sostenuto dalla progettazione e 
realizzazione di impianti idonei alla riproduzione a livello industriale di processi biochimici, 
in realtà è stato di gran lunga reso possibile anche grazie ad un attento studio della biologia, 
fisiologia e tassonomia di coloro che sono gli attori principali di tali processi: i 
microrganismi.  
Nell’ambito dei microrganismi che rivestono un ruolo fondamentale nelle produzioni 
industriali, il genere Streptomyces è indubbiamente uno dei gruppi microbici più interessanti 
ed emergenti. Dal punto di vista tassonomico, gli streptomiceti appartengono al Dominio 
Procaryota, Regno Bacteria, Phylum Actinobacteria, Ordine Actinomycetales, Famiglia 
Streptomycetaceae, Genere Streptomyces. 
Questo genere comprende batteri Gram positivi che presentano un DNA genomico 
contenente un’alta percentuale di G+C (guanina e citosina). 
Da un punto di vista fisio-metabolico, gli streptomiceti sono catalasi positivi, non motili, 
sporigeni, saprofiti e presentano esigenze nutrizionali relativamente semplici che fanno sì 
che riescano a essere coltivati in terreni colturali sintetici. Hanno un metabolismo aerobio e, 
sebbene siano stati talvolta isolati in habitat acquatici, sono presenti ampiamente nel suolo 
dove sintetizzano una serie di composti dall’odore caratteristico chiamati geosmine; inoltre, 
essendo chemiorganotrofi, utilizzano diversi substrati di natura organica come fonte di 
energia (Baviati et al., 2007)  
Da un punto di vista morfologico, nonostante siano organismi procarioti, hanno una forma 
filamentosa e ramificata che fa ricordare la struttura miceliare settata propria dei funghi 
filamentosi; altre caratteristiche morfologiche sono la presenza di ife filamentose che non 
subiscono frammentazione e la capacità di produrre spore assesuali. La crescita è di tipo 
filamentoso con assenza quasi frequente di setti trasversali durante la fase vegetativa e 
avviene nella parte apicale dei filamenti, spesso accompagnata da ramificazioni. 
La colonia di uno streptomicete presenta una struttura abbastanza complessa (Figura 6); essa 
si forma dalla germinazione di una spora da cui hanno origine le ife che si ramificano 
penetrando nel terreno di coltura e formando il micelio vegetativo. Queste ife vegetative 
sono settate e si accrescono rapidamente sia nella porzione apicale che lateralmente 
formando una fitta rete.  
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Quando il micelio vegetativo ha raggiunto una certa dimensione, si creano delle ife dirette 
verso l’alto che danno origine al micelio aereo (Donadio et al., 2008). 
 
 
Figura 6: Crescita in piastra di Streptomyces 
La sporulazione, in genere dovuta a situazioni di carenza nutrizionale, avviene per 
formazione di setti da cui si originano le spore mature chiamate conidi; inoltre subito dopo 
la germinazione delle spore la crescita è vegetativa, i conidi sono pigmentati e conferiscono 
alle colonie un aspetto traslucido e caratteristico. 
Il complesso ciclo vitale di Streptomyces è rappresentato in Figura 7. 
 
Figura 7: Ciclo vitale di Streptomyces coelicolor 
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Questi microrganismi, nonostante l’analogia morfologica e riproduttiva con i miceti, 
presentano per il resto tutte le caratteristiche tipiche delle cellule procariotiche: dimensioni 
cellulari, parete cellulare costituita da peptidoglicano, sensibilità ad alcuni antibiotici attivi 
sui batteri e insensibilità ai farmaci antifungini. 
 
1.4.4.2 Streptomyces come fonte di enzimi lipolitici 
Il genere Streptomyces comprende circa 500 specie, alcune delle quali sono patogene per gli 
animali e le piante; alcune delle specie di interesse industriale e alimentare sono 
rappresentate da Streptomyces achromogenes, S. antibioticus, S. coelicolor, S. filamentosus, 
S .griseus, S. katrae, S .lividans, S .lydicus, S. polychromogenes, S. roseosporus, S. vinaceus.  
Nonostante gli attinobatteri siano abbastanza interessanti per le loro applicazioni in molti 
settori industriali, relativamente poco si sa riguardo le loro caratteristiche genetiche e, per 
quanto il genere Streptomyces sia stato oggetto di numerosi studi, solamente S.coelicolor e 
S. griseus sono stati dettagliatamente studiati e caratterizzati. 
L’aspetto forse più interessante, che del resto è legato all’importanza degli streptomiceti a 
livello industriale, risiede nella capacità di produrre e orientare il loro metabolismo verso la 
sintesi di sostanze ben diverse fra loro per struttura e funzione. 
Tali microrganismi sono produttori di una grande varietà di enzimi idrolitici extracellulari 
(lipasi, proteasi, amilasi, agarasi, cellulasi, nucleasi, xilanasi), che consentono loro di 
degradare i polimeri complessi come la cellulosa, l’amido, la chitina, gli xilani, i lipidi, i 
polifenoli etc., e utilizzare così i nutrienti presenti nel suolo. Nello specifico, enzimi 
lipolitici quali lipasi e fosfolipasi presentano diverse applicazioni nell’industria alimentare e 
nutraceutica. 
Una varietà di ceppi del genere Streptomyces producono enzimi lipolitici extracellulari 
nell’ambito di un processo fisio-metabolico che sembra essere dipendente dalla fase di 
crescita.  
Fino agli anni ottanta il cromosoma degli streptomiceti era considerato circolare come 
quello della maggior parte dei batteri; tuttavia, grazie allo sviluppo di metodi di 
caratterizzazione genetica e molecolare, è stato possibile dimostrare che gli streptomiceti 
possiedono un cromosoma lineare e diversi plasmidi lineari e circolari (Donadio et al., 
2008), per cui l’analisi effettuata sullo streptomicete modello, S.coelicolor, ha dimostrato 
che nel suo genoma sono presenti diversi geni (approssimativamente da 50 a 80) che 
codificano per proteine, o meglio enzimi, che hanno una funzione idrolitica e lipolitica e che 
vengono riversati all’esterno della cellula (Bielen et al., 2009). 
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La trascrizione del gene lipA di S. exfoliatus M11 è stata vista essere dipendente dalla 
presenza di un ulteriore gene lipR, codificante per un attivatore trascrizionale che appartiene 
alla famiglia LuxR dei regolatori batterici (Jaeger et al., 1999). Questo attivatore-regolatore 
trascrizionale- lipasi specifico- attiverebbe la sintesi dell’enzima lipolitico all’inizio della 
fase stazionaria, probabilmente inducendo  Streptomyces a far uso delle sostanze lipidiche di 
deposito (trigliceridi, etc.) ( Servin-Gonzales et al., 1997). 
Nonostante la maggior parte delle lipasi di origine microbica provenga da funghi filamentosi 
appartenenti ai generi Geotrichum, Rhizomucor e da lieviti appartenenti per lo più al genere 
Candida e sebbene l’interesse per gli streptomiceti sia rivolto maggiormente verso la 
produzione di metaboliti secondari di interesse farmaceutico quali gli antibiotici, in 
letteratura sono presenti molti lavori rivolti verso lo studio e la descrizione degli enzimi 
lipolitici e idrolitici prodotti da questo gruppo di batteri; ugualmente, lo sviluppo di processi 
fermentativi industriali per la produzione di enzimi lipolitici da Streptomyces spp. si è 
configurato come un obiettivo a cui hanno aspirato e stanno aspirando ancora oggi molte 
delle realtà biotecnologiche europee e mondiali.  
Vishnupriya et al. (2010) hanno ricercato una possibile produzione di lipasi da parte di S. 
griseus, dimostrando una buona secrezione in relazione ad alcuni parametri quali pH, tempo 
di incubazione e substrato impiegato. 
Due lipasi provenienti da Streptomyces exfoliatus e Streptomyces albus sono state 
caratterizzate geneticamente (Perez et al., 1993) (Cruz et al., 1994) e la struttura 
tridimensionale dell’enzima lipolitico di S exfoliatus è stata successivamente chiarita (Wei et 
al., 1998). Inoltre, il gene codificante per una lipasi extracellulare di Streptomyces 
cinnamomeus è stato clonato e sequenziato ma non è stata rilevata alcuna similarità con le 
sequenze delle due specie di Streptomyces sopra caratterizzate, suggerendo che gli enzimi 
lipolitici di questo genere microbico sono caratterizzati da una grande variabilità (Sommer et 
al., 1997). Infatti, una delle caratteristiche salienti degli streptomiceti è rappresentata 
dall’enorme variabilità tra le varie specie ma anche fra ceppi della stessa specie e all’interno 
dello stesso ceppo nel tempo, instabilità che costituisce un problema notevole per i ceppi da 
utilizzare nelle produzioni industriali.  
Le lipasi sono coinvolte in molti processi metabolici per cui l’espressione dei loro geni 
codificanti è ampiamente regolata. Molti studi dimostrano che l’espressione di proteine 
lipolitiche di origine microbica sia spesso inducibile e possa essere modulata attraverso vari 
parametri. Fra loro, le fonti di carbonio e di azoto fornite durante la fermentazione 
sembrerebbero svolgere un ruolo di fondamentale importanza dato che acidi grassi, olio 
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d’oliva o altre sostanze aggiunte al mezzo colturale potrebbero comportarsi da induttori e  
indurre un orientamento genetico-molecolare ben preciso all’interno della cellula microbica. 
I parametri impostati durante la fermentazione quali pH, temperatura e flusso di ossigeno, 
possono svolgere un ulteriore ruolo nella secrezione di tale enzima dato che la produzione di 
enzimi lipolitici fra cui lipasi e fosfolipasi è legata alla fase di crescita cellulare come è stato 
mostrato negli studi effettuati su Streptomyces spp., Staphylococcus spp. e Pseudomonas 
aeruginosa (Jaeger et al., 1999).  
L’interesse crescente verso enzimi lipolitici dotati di attività idrolica, per applicazioni 
nell’industria alimentare e nutraceutica, è stato in parte alimentato dalla scoperta di diverse 
specie di streptomiceti in grado di secernere fosfolipasi. 
Matoba et al. (2002) hanno studiato e caratterizzato la struttura della fosfolipasi A2 prodotta 
da S. violaceoruber, riportando che la struttura delle fosfolipasi di origine procariotica è ben 
diversificata da quelle che derivano da organismi eucarioti come i funghi o le piante.  
Nonostante i microrganismi produttori di enzimi lipolitici siano tanti e fra questi anche gli 
streptomiceti, ad oggi non sono ancora del tutto chiari le funzioni e il ruolo chiave che tali 
enzimi svolgono nella biochimica e fisiologia cellulare dei microrganismi. Sono state 
avanzate diverse ipotesi basate sul fatto che gli enzimi lipolitici , essendo prodotti dagli 
streptomiceti all’esterno della cellula, potrebbero svolgere una funzione di difesa, utile per 
semplificare molecole organiche complesse potenzialmente tossiche. Infatti, gli enzimi 
esocellulari spesso vengono prodotti per assolvere ruoli di difesa dell’integrità cellulare o 
per degradare i substrati lipidici e trasformare le fonti nutritive presenti nell’ambiente, in 
modo da renderle permeabili e consentire loro di attraversare la membrana cellulare . Inoltre, 
in alcuni microrganismi patogeni quali Candida albicans, Staphylococcus spp., 
Pseudomonas spp., Helicobacter pylori, gli enzimi lipolitici sembrerebbero agire come 
fattori di virulenza (Polaina et al., 2007).  
Indubbiamente gli enzimi lipolitici rientrano nel metabolismo lipidico batterico e, qualunque 
sia la loro funzione, i meccanismi di sintesi e regolazione metabolica sono molto complessi 
e ad oggi in gran parte sconosciuti. In particolare, la regolazione dell’attività enzimatica 
svolge un ruolo fondamentale nella modulazione della secrezione e dell’accumulo del 
prodotto, per cui la sua comprensione è di fondamentale importanza per una migliore 
progettazione e gestione di tutti quei processi fermentativi basati sulla produzione degli 
enzimi lipolitici a livello industriale. 
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2. SCOPO DEL LAVORO 
 
La comprensione sempre più profonda del metabolismo microbico e la progettazione e 
realizzazione di impianti idonei alla riproduzione industriale dei processi metabolici 
costituiscono le basi su cui si fondano i processi biotecnologici e industriali. 
Il settore delle biotecnologie industriali e alimentari è considerato uno fra i più trainanti e 
promettenti degli ultimi anni e con un tasso di crescita molto elevato. All’interno di questo 
settore il comparto degli enzimi ha un peso molto rilevante: il mercato globale degli enzimi, 
in particolare quelli di origine microbica, si sta ampiamente estendendo ed evolvendo, sia a 
causa del crescente numero di applicazioni industriali, sia per l’introduzione di enzimi 
tradizionali più vicini alle richieste di mercato.  
Il presente lavoro di tesi, svolto nell’ambito del tirocinio effettuato presso l’azienda 
Biotecnologica Biosphere srl, ha riguardato la produzione, per via fermentativa, di un 
enzima lipolitico derivante da Streptomyces spp. da impiegare nel settore alimentare e 
nutraceutico. 
La sperimentazione è stata condotta allo scopo di ottimizzare tale processo biotecnologico, 
da un lato effettuando uno screening di differenti ceppi microbici appartenenti al genere 
Streptomyces, dall’altro mediante modifiche apportate alle varie fasi del processo 
fermentativo.  
In particolare sono stati analizzati 6 diversi ceppi di proprietà dell’azienda, andando a 
valutare la loro produttività nei confronti del ceppo utilizzato per la produzione. Lo 
screening è stato svolto sia su scala di laboratorio che successivamente in fermentatori da 1 
litro (Biostat Q). La separazione dell’enzima dal brodo di fermentazione e quindi la 
caratterizzazione dell’attività enzimatica ricercata, è stata effettuata mediante saggio 
biochimico e, successivamente, mediante HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography). In seguito, sono state eseguite una serie di prove, sia su scala di 
laboratorio che a livello impiantistico, eliminando la seconda fase vegetativa del processo e 
modificando la composizione e sterilizzazione del mezzo colturale, allo scopo di aumentare 
la resa dell’enzima prodotto unitamente alla diminuzione dei costi di produzione.  
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3. MATERIALI E METODI 
 
3.1 Screening microbico  
3.1.1 Microrganismi 
I microrganismi utilizzati nel presente lavoro di tesi appartengono al genere Streptomyces e 
sono ceppi di proprietà dell’azienda Biotecnologica Biosphere srl. In particolare, i ceppi 
sottoposti allo screening preliminare sono stati 5 (A, B, C, D, E), messi a confronto con il 
ceppo usato per la produzione industriale (F). 
3.1.2 Procedura di rivitalizzazione e mantenimento dei ceppi 
I ceppi sono stati conservati sotto forma di congelati in glicerolo al 20% all’interno di tubi 
per criogenia posti in azoto liquido alla temperatura di -145 °C, e, quando necessario, sono 
stati rivitalizzati e mantenuti su un mezzo specifico per la crescita, secondo la procedura di 
seguito riportata: 
- Inoculo su piastre contenenti il terreno di coltura GYM Streptomyces (Tabella 5) 
- Incubazione delle piastre inoculate a 30°C ± 1 per 24 h ± 1 
Tabella 5: Mezzo colturale GYM 
Ingredienti Quantità  richiesta per 1 litro 
Glucosio 4,0 g 
Estratto di lievito 4,0 g 
Estratto di malto 10,0 g 
CaCO3 2,0 g 
Agar 12,0 g 
 
3.1.3 Prove di crescita in beuta su scala di laboratorio 
Il meccanismo molecolare di secrezione dell’enzima lipolitico in questione è stato visto 
essere dipendente dallo sviluppo microbico, per cui la crescita è stata il primo parametro 
preso in considerazione per la valutazione dell’attività enzimatica. 
Lo screening ha previsto una prima fase di crescita microbica su scala di laboratorio per 
valutare lo sviluppo dei 5 ceppi in parallelo al ceppo di produzione, usato come ceppo di 
confronto.  
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Le prove di crescita sono state condotte in particolari beute dal volume di 1 litro, provviste 
di alette flangiflutti per incrementare lo scambio di ossigeno nel mezzo (Figura 8), ciascuna 
delle quali contenente 300 ml di terreno colturale la cui composizione è descritta in Tabella 
6. 
Tabella 6: Mezzo colturale impiegato per le prove di crescita microbica 
Ingredienti Quantità richiesta per 1 litro Quantità da pesare (g) per 300 ml 
Peptone di patata 5,0 g 1,5 g 
K2HPO4 2,0 g 0,6 g 
Yeast extract 20,0 g 6,0 gr 
MgSO4∙7 H2O 0,5 g 0,15 g 
 
 
Figura 8: Beute con alette, impiegate nella presente prova 
 
Dopo la preparazione i mezzi sono stati sterilizzati in autoclave a 121°C per 15 minuti e, al 
termine della sterilizzazione, è stato misurato il pH del terreno ed eventualmente corretto a 
7,2 ± 0,2 mediante l’aggiunta di NaOH.  
Una soluzione di glucosio al 50% è stata preparata e sterilizzata separatamente, e in seguito 
aggiunta in ogni beuta in quantità pari a 8,1 ml, in modo da raggiungere una concentrazione 
di 13,5 g/l di glucosio. In ciascuna beuta inoltre sono stati inseriti 300 µl di soluzione 
Glanapon
®
(Bussetti & Co GmbH, Austria), agente antischiuma. 
I tubi per criogenia contenenti i diversi ceppi da testare sono stati prelevati da un contenitore 
di azoto liquido alla temperatura di -145°C e mantenuti a temperatura ambiente per circa 10 
minuti in modo da riattivare i microrganismi da utilizzare come inoculo in ciascuna beuta. 
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Per effettuare un confronto il più possibile oggettivo fra i vari ceppi, ogni beuta è stata 
inoculata con la stessa quantità di biomassa misurata in termini di pmv (percentuale di 
biomassa su volume). Avendo determinato che 1 ml di sospensione del ceppo di confronto 
F, proveniente da una tubo per criogenia in azoto liquido, presentava un pmv pari al 5%, la 
quantità di biomassa relativa a ciascun ceppo da saggiare è stata rapportata a questo valore, 
ottenendo in tal modo il giusto volume di inoculo relativo a ciascun microrganismo (Tabella 
7): 
Tabella 7: Volumi di inoculo relativi ai diversi ceppi saggiati 
Ceppo microbico Volume di inoculo 
Ceppo A 0,26 ml 
Ceppo B 1,20 ml 
Ceppo C 0,71 ml 
Ceppo D 2,50 ml 
Ceppo E 10,0 ml 
Ceppo F 1,0 ml 
 
La crescita dei microrganismi è stata condotta in agitatore orbitalico ai seguenti parametri: 
temperatura 30°C ±1 e agitazione 165 rpm. 
Ad intervalli di tempo di circa 3 ore sono stati effettuati dei campionamenti in modo da 
monitorare lo sviluppo microbico. Come metodiche di monitoraggio, sono stati presi in 
considerazione la determinazione del peso umido della biomassa e il pmv. Il peso umido è 
stato determinato trasferendo 10 ml di campione all’interno di un tubo “falcon” da 15 ml a 
peso noto, centrifugando a 4000 rpm per 10 minuti, eliminando il surnatante e 
successivamente calcolando, per differenza, il peso in grammi della biomassa. Per quanto 
riguarda la determinazione del pmv, 10 ml di brodo sono stati trasferiti in tubi “falcon” 
graduati da 15 ml e, dopo centrifugazione a 4000 rpm per 10 minuti, è stata effettuata una 
lettura visiva sulla scala graduata del tubo stesso, calcolando la percentuale di biomassa sul 
volume di 10 ml.  
La crescita è stata condotta per 37 ore, in modo da valutare lo sviluppo di ciascun ceppo e 
costruire le relative curve di crescita.  
A 21 ore di crescita è stato prelevato un campione, conservato in congelatore a -18°C e 
sottoposto successivamente all’analisi dell’attività enzimatica. 
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3.1.4 Prove di crescita in fermentatori (Biostat Q) su scala da 1 litro 
Per le prove su scala di 1 litro è stato utilizzato il Biostat Q, dispositivo dotato di quattro 
bioreattori indipendenti dal volume di 1 litro (Figura 9). Tutte le fermentazioni sono state 
condotte garantendo una riproduzione coerente del processo che normalmente avviene su 
scala industriale. Ogni fermentatore utilizzato nella presente prova è in vetro e la 
temperatura impostata è stata mantenuta grazie ad una camicia presente in ogni 
fermentatore. I diversi parametri operativi quali pH, pO2 , temperatura, air flow sono stati 
monitorati mediante l’uso di sonde. In particolare la pO2  è un parametro chimico-fisico che 
indica la pressione relativa dell’ossigeno disciolto nel mezzo, indice dal quale si può capire 
come stanno crescendo i microrganismi. All’inizio di questo processo fermentativo, a 
condizioni di regime, è stato fissato un valore corrispondente al 100% di pO2 , valore è 
atteso diminuire alla fine del processo compatibilmente con l’assenza di altri fattori 
limitanti.  
L’agitazione è stata fornita da un’ancoretta magnetica gestita da un agitatore magnetico e 
l’erogazione dell’aria è stata impostata manualmente mediante l’apertura di un’apposita 
valvola; due filtri, rispettivamente uno in ingresso e uno in uscita, hanno consentito una 
sterilizzazione dell’aria e, nel corso di tale prova, non c’è stato un controllo di pressione per 
la gestione della fermentazione. In uscita, la presenza di un condensatore, all’interno dotato 
di cilindri cavi di vetro, ha permesso la condensazione del vapore che si è formato nel corso 
del processo. 
 
 
Figura 9: Fermentatori in scala da 1 litro utilizzati per la prova (Biostat Q) 
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Sono state effettuate 6 fermentazioni, una per ogni ceppo, incluso il ceppo di confronto, e 
ciascuna di essa è stata articolata nelle seguenti fasi: 
I. Fase di pre-coltura in beuta da 1 litro provvista di alette flangiflutti, alle stesse 
condizioni della prova su scala di laboratorio, per 24 ore in modo da ottenere una 
determinata quantità di biomassa. 
II. Fase di inoculo e crescita in Biostat Q: avendo determinato che 10 ml di sospensione 
del ceppo di confronto F a 24 ore di crescita in beuta presentavano un pmv pari a 
6,5%, la quantità di biomassa relativa a ciascun ceppo da saggiare è stata rapportata a 
questo valore, ottenendo in tal modo il volume di inoculo da utilizzare per ciascun 
ceppo (Tabella 8). 
 
Tabella 8: Volumi di inoculo relativi ai diversi ceppi saggiati 
Ceppo microbico Volume di inoculo 
Ceppo A  21,7 ml 
Ceppo B 32,0 ml 
Ceppo C 10,8 ml 
Ceppo D 13,0 ml 
Ceppo E 50,0 ml 
Ceppo F 10,0 ml 
 
L’inoculo è avvenuto mediante iniezione con siringa sterile in testa ai fermentatori, ciascuno 
dei quali contenente 700 ml di mezzo colturale sterile (Tabella 6 paragrafo 3.1.3) e 18,9 ml 
di soluzione sterile di glucosio al 50%. 
Ogni fermentazione è stata condotta ad una temperatura di 30°C ±1, agitazione di 1100 rpm, 
“airflow” di 0,7 l/min e per un intervallo di tempo di 21 ore, alla fine delle quali è stato 
prelevato un campione e valutato il suo pmv finale. I campioni sono stati conservati in 
congelatore a -18°C e successivamente analizzati per valutare l’attività enzimatica.  
 
3.2 Ottimizzazione sulle fasi del processo biotecnologico per la produzione 
dell’enzima lipolitico 
Le prove di ottimizzazione sono state svolte sia su scala di laboratorio sia a livello 
impiantistico, utilizzando il ceppo F, intervenendo sulle fasi del processo e modificando la 
composizione e sterilizzazione del mezzo colturale.  
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3.2.1 Prove su scala di laboratorio 
3.2.1.1 Sterilizzazione del glucosio unitamente alla sterilizzazione del terreno nel 
bioreattore 
Nel processo fermentativo su scala industriale, il glucosio viene sterilizzato in un serbatoio 
separato e poi aggiunto al bioreattore mediante una linea di trasferimento che viene a sua 
volta sterilizzata con il passaggio di vapore industriale.  
Questa prova ha avuto come finalità quella di indagare la possibilità di sterilizzare il 
glucosio insieme al terreno, entrambi nello stesso bioreattore.  
La prova è stata condotta in un pallone (A) da 2 litri a fondo piano, dotato di tappo con 
chiusura a vite, filtro per l’aria e alette frangiflutti per favorire lo scambio di ossigeno, 
contenente 1 litro di mezzo colturale (Tabella 9) e 27 ml di soluzione di glucosio al 50%. In 
parallelo, è stato allestito un secondo pallone (B) contenente 1 litro di terreno colturale 
(Tabella 9) e, separatamente, è stata preparata la soluzione di glucosio al 50%. 
 
Tabella 9: Mezzo colturale impiegato nella presente prova 
Ingredienti Quantità richiesta per 1 litro 
Peptone di patata 5,0 g 
K2HPO4 2,0 g 
Yeast extract 20,0 g 
MgSO4∙7 H2O 0,5 g 
 
Entrambi i palloni e la soluzione di glucosio al 50% sono stati sterilizzati a 121°C per 21 
minuti. Dopo inserimento di 27 ml di soluzione sterile di glucosio nel pallone B, si è 
proceduto all’inoculo di 1 ml di sospensione batterica relativa al ceppo F, in entrambi i 
palloni. Le condizioni di fermentazione sono state le seguenti per entrambi i palloni: 
temperatura di 30 ±1 °C, agitazione di 165 rpm. 
La prova è stata condotta per 65 ore totali, intervallo di tempo durante il quale sono stati 
effettuati 3 campionamenti rispettivamente a 21, 45 e 65 ore di fermentazione, allo scopo di 
valutare la crescita e lo sviluppo dei microrganismi in termini di pmv. 
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3.2.2 Prove a livello impiantistico 
3.2.2.1 Il fermentatore impiegato per la produzione dell’enzima lipolitico da 
Streptomyces spp.  
Il processo di produzione dell’enzima lipolitico è costituito da 3 fasi, ovvero due fasi 
vegetative e una produttiva; la prima fase vegetativa viene condotta in palloni a fondo piano, 
utilizzati da inoculo per la seconda fase vegetativa che avviene in un fermentatore da 150 
litri (denominato D6), utilizzato a sua volta da inoculo per il fermentatore da 1500 litri 
(denominato D5) in cui avviene la fase produttiva. 
Tutti i fermentatori (Figura 10) utilizzati sono di modello B-Braun Biostat, d’acciaio inox 
AISI 316 previsto per i microrganismi di livello 2 o inferiore e, nonostante le diverse 
dimensioni, hanno la stessa struttura fisica e lo stesso funzionamento. 
 
   
Figura 10: Fermentatori utilizzati nel processo di produzione dell’enzima lipolitico; da sinistra , bioreattore D6 
dal volume di 150 litri, bioreattore D7 dal volume di 1500 l 
Durante il processo fermentativo, il volume utile è rappresentato dai 2/3 della capacità 
totale: lo spazio non occupato serve a contenere l’eventuale schiuma che si forma a causa 
della tensione superficiale. 
Tutti i fermentatori impiegati per la produzione dell’enzima e per le prove di ottimizzazione, 
presentano entrate e uscite utilizzabili per scopi diversi nel corso del processo. 
Durante lo svolgimento del processo, l’interfaccia con l’ambiente esterno viene garantita da 
diversi ingressi e uscite, provvisti di valvole automatiche o manuali necessarie all’apertura o 
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chiusura delle linee interessate. Gli ingressi sono necessari per le varie operazioni di 
trasferimenti di soluzioni ( inoculo, aggiunte di antischiuma o nutrienti) o di fornitura di aria 
e di vapore sterile. Le uscite sono fondamentali per l’uscita dei gas prodotti durante il 
processo, per lo scarico del prodotto a fine fermentazione, per il prelievo di campioni di 
brodocoltura e per le sonde (temperatura, pH, pO2, pressione) necessarie per il 
monitoraggio. 
Nella linea di uscita dei gas, presente in testa ai fermentatori, è presente una valvola e un 
manometro che consentono di mantenere il fermentatore in leggera sovrapressione (circa 0,5 
atm), condizione che favorisce il mantenimento della sterilità.  
In questo processo di produzione dell’enzima lipolitico, la sterilizzazione del terreno 
colturale, eccetto il glucosio, e del fermentatore avvengono contemporaneamente. Il vapore 
viene immesso in un sistema chiuso, rappresentato da una camicia, utile per permettere la 
sterilizzazione diretta del mezzo. Durante tutte le fasi della sterilizzazione (riscaldamento, 
regime, raffreddamento), il terreno viene mantenuto in agitazione in modo da favorire un 
uniforme scambio di calore. Inoltre la presenza di una sonda nella camicia nel fermentatore 
rende possibile il controllo della temperatura durante questo processo biotecnologico, 
attraverso l’erogazione di vapore industriale a 140°C o acqua di raffreddamento (Figura 11). 
       
Figura 11: Linee di trasferimento delle varie utilities al fermentatore nell’ambito del processo fermentativo 
I fermentatori utilizzati per il processo produttivo e per le prove di ottimizzazione sono 
dotati di diversi sistemi per il controllo dei parametri operativi. 
Il monitoraggio del pH, riconducibile ad una misura di differenza di potenziale, viene 
effettuato con un elettrodo a gel sterilizzabile in situ. In realtà, in questo processo 
biotecnologico  non è prevista una correzione di pH perché è stato visto che i microrganismi 
in oggetto durante la loro crescita e produzione dell’enzima non provocano variazioni 
consistenti di pH nel mezzo.  
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In tale processo inoltre, è necessario anche mantenere omogenea la brodocoltura tramite 
agitazione (chiamata “stirring”), evitando così la sedimentazione delle cellule e la 
conseguente formazione di gradienti di concentrazione di nutrienti e metaboliti formati. 
Trattandosi di un processo svolto da microrganismi aerobi, l’agitazione ha anche 
l’importante funzione di favorire la dissoluzione dell’ossigeno nella brodocoltura.  
Essa viene fornita da un sistema costituito da un albero centrale mantenuto  in movimento da 
un motore (Figura 12). 
 
 
Figura 12: Visione aerea dell’albero centrale che permette l’agitazione della brodocoltura 
 
L’albero possiede tre pale poste a diversa altezza, ognuna con quattro palettine più piccole di 
modello Ruston, che non distruggono i microrganismi e sono compatibili con i processi 
fermentativi svolti da cellule microbiche. 
Si parla di rpm (revolution for minute) per indicare in numero di giri al minuto che compie 
l’albero. Anche questo parametro ha un controllo software tramite un touch panel (Figura 
13) in cui si può modificare il set point.  
 
 
Figura 13: Touch panel: interfaccia per il monitoraggio dei parametri operativi della fermentazione 
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Un ulteriore parametro di fondamentale importanza per il decorso di questo processo 
fermentativo aerobio è quello legato alla pO2.  
All’inizio di questo processo fermentativo , a condizioni di regime, viene fissato un valore 
corrispondente al 100% di pO2 , valore che si attende possa diminuire considerevolmente 
alla fine del processo compatibilmente con l’assenza di altri fattori limitanti. La pO2, 
comunque, rimane sempre una misura relativa e la sua stessa impostazione e il suo 
monitoraggio risultano complessi ma necessari per garantire un corretto decorso della 
fermentazione in termini di crescita microbica e produzione dell’enzima di interesse. 
Riguardo la pressione,essa viene fornita dall’aria immessa all’interno del biorettore e il suo 
controllo viene effettuato tramite una valvola in uscita dal fermentatore che si apre o chiude 
garantendo una certa pressione interna. Il bioreattore infatti viene mantenuto in condizioni di 
sovrapressione per favorire il mantenimento della sterilità. 
Nel corso di questo processo, l’ossigeno (“air flow”) viene rifornito nel fermentatore 
attraverso la linea dell’aria; è presente un filtro in entrata con pori delle dimensioni di 0,22 
µm di diametro, che sterilizza l’aria in ingresso; è inoltre presente un filtro in uscita che 
evita la fuoriuscita dei microrganismi e dunque la fuga di agenti biologici all’interno della 
sala di fermentazione e nell’ambiente esterno. L’aria viene introdotta alla base del 
fermentatore attraverso un sistema di distribuzione chiamato sparger, un tubo d’acciaio che 
parte dalla testa fino al fondo del fermentatore dove si divide in due braccia che percorrono 
tutta la base, quest’ultima parte possiede tanti forellini che hanno lo scopo di suddividere 
l’aria in piccole bolle e distribuirla in tutti i punti; più i buchi sono piccoli, maggiore è la 
dissoluzione dell’ossigeno disciolto.  
 
3.2.2.2 Il processo di produzione industriale dell’enzima lipolitico  
Il processo di produzione industriale dell’enzima lipolitico prevede l’utilizzo del ceppo F 
appartenente ad una specie del genere Streptomyces  
In questo caso, si tratta di un processo batch, discontinuo, in cui non si ha né entrata né 
uscita di materiale nel corso della fermentazione.  
Il processo è costituito da due fasi vegetative (“seed”), durante le quali si ha un aumento 
della concentrazione delle cellule e una verifica della funzionalità del ceppo, e da una fase 
produttiva (“main”), passaggi che avvengono in sequenza come mostrato in Figura 14. 
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Figura 14: Diagramma di flusso del processo di produzione dell’enzima lipolitico da 
Streptomyces spp. 
La prima fase vegetativa è costituita da due palloni, ciascuno dal volume di 2 litri e 
contenente 1 litro del terreno colturale descritto in Tabella 6 paragrafo 3.1.3. I palloni, 
contenenti il terreno di coltura, presentano una chiusura con tappo a vite, sono provvisti di 
un filtro per l’aria e di alette frangiflutti e vengono opportunamente sterilizzati in autoclave 
a 121°C per 21 minuti.  
Dopo la preparazione i mezzi sono sterilizzati in autoclave a 121°C per 15 minuti e, al 
termine della sterilizzazione, viene misurato il pH del terreno ed eventualmente corretto a 
7,2 ± 0,2 mediante l’aggiunta di NaOH.  
Separatamente viene preparata e sterilizzata la soluzione di glucosio monoidrato al 50% , in 
rapporto 27 ml/l di mezzo colturale, in modo da ottenere una concentrazione finale nel 
terreno di 11 g/l.  
Due tubi per criogenia (una per ogni pallone), ciascuno contenente 1 ml del ceppo di 
produzione F, vengono prelevate dal contenitore di azoto liquido alla temperatura di -145°C 
e mantenute a temperatura ambiente per circa 10 minuti in modo da predisporre i 
microrganismi all’attivazione metabolica; si procede quindi all’inoculo di 1 ml di 
sospensione batterica in ciascun pallone. 
I palloni inoculati vengono infine posti in agitatore orbitalico per 20-21 ore ai seguenti 
parametri di fermentazione: temperatura 30°C ±1, agitazione 165 rpm.  
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Nella seconda fase vegetativa i brodi contenuti nei due palloni vengono inoculati nel 
bioreattore di 150 litri contenente 37 litri di mezzo colturale (Tabella 6 paragrafo 3.1.3). 
Dopo aver sterilizzato il bioreattore e il mezzo colturale da esso contenuto, vengono aggiunti 
0,8 kg di soluzione sterile di glucosio monoidrato al 50% e successivamente si procede 
all’inoculo dei brodi contenuti nei due palloni aventi un pmv (percentuale di biomassa sul 
volume) > 0,3, arrivando così ad un volume finale di 40 litri. La fermentazione in questa 
fase viene condotta per 5-6 ore alle seguenti condizioni operative: temperatura 30°C ±1, 
agitazione 400 rpm, airflow 100vvm ,  pressione 200mbar. 
La terza e ultima fase di questo processo rappresenta la fase produttiva, altrimenti chiamata 
fase “main”. Al valore di pmv di circa 1, il brodo di fermentazione in volume di 40 litri 
contenuto nel bioreattore da 150 litri viene trasferito nel fermentatore da 1500 litri. Il terreno 
di coltura (tabella 6), in questo caso dal volume di 930 litri, viene sterilizzato unitamente alla 
sterilizzazione del bioreattore e dopo la sterilizzazione vengono aggiunti 30 kg di soluzione 
sterile di glucosio al 50%. La fermentazione viene condotta per 20-21 ore in modo da 
raggiungere un valore di pmv di circa 15-16. I parametri operativi ai quali viene condotta 
questa fase di fermentazione sono i seguenti: temperatura 30°C ±1, agitazione 200 rpm, 
airflow 900 l/min, pressione 0,5 bar. 
A fine fermentazione si procede allo scarico del brodo di fermentazione dal bioreattore in un 
serbatoio in modo da prepararlo alla successiva fase di purificazione. 
Il processo di purificazione e ottenimento dell’enzima di interesse prevede un primo 
trattamento del brodo di fermentazione in un filtro velo, utilizzando farina fossile come 
coadiuvante di filtrazione in modo da separare la biomassa dal brodo contenente l’enzima 
esocellulare; in seguito è prevista una fase di concentrazione del filtrato per mezzo di un 
ultrafiltro. Il prodotto finale liquido a questo punto viene conservato al freddo alla 
temperatura di 4°C e consegnato al cliente. 
3.2.2.3 Prova bianco in scala da 15 litri per confronto 
Lo scopo di questa prova è stato quello di riprodurre in scala da 15 litri, il processo che 
avviene normalmente su scala industriale (1500 litri), in modo da avere un riferimento per le 
successive prove di ottimizzazione effettuate, che, per ovvie ragioni basate sull’economia e 
sul tempo disponibile, sono state condotte su scala ridotta rispetto a quella su cui 
normalmente avviene il processo produttivo. 
Questa prova, ugualmente a tutte le prove seguenti, è stata effettuata in fermentatore da 15 
litri (denominato D7) (Figura 15), procedendo così ad uno “scale-down” dei parametri e 
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delle condizioni di fermentazione che normalmente caratterizzano il processo a livello 
industriale.  
 
Figura 15: Bioreattore D7 dal volume di 15 litri, utilizzato per le prove di ottimizzazione 
Il bioreattore D7, contenente il mezzo colturale sterile (Tabella 6 paragrafo 3.1.3) e la 
soluzione di glucosio sterilizzata separatamente e poi aggiunta, è stato inoculato con una 
quantità di biomassa, proveniente da una fase di crescita di 24 ore condotta in pallone alle 
stesse condizioni della prova di cui al paragrafo 3.2.1.1 (pallone B), corrispondente ad un 
volume di 200 ml e pmv di 2, mantenendo in tal modo lo stesso rapporto di inoculo, in 
termini di biomassa,  utilizzato nel processo produttivo su scala industriale. Il volume finale 
del bioreattore è stato pari a 11,1 litri. 
Le condizioni operative a cui è stata condotta questa prova sono state le seguenti: 
temperatura 30 °C ±1, agitazione 700 rpm, pressione 0,5 bar, airflow 9 litri/minuto 
Nel corso della fermentazione sono stati monitorati sia il pmv legato alla crescita batterica, 
sia l’attività enzimatica.  
 
3.2.2.4 Prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo a 70 ore di 
fermentazione. 
La finalità di questa prova è stata quella di valutare la possibilità di sopprimere la seconda 
fase vegetativa, che avviene nel bioreattore da 150 litri e che tutt’oggi rientra negli “step” 
fondamentali del processo biotecnologico. L’ipotesi è stata quella di passare dalla prima fase 
di crescita vegetativa, che si svolge nei palloni, direttamente alla fase produttiva che avviene 
nel fermentatore dal volume di 1500 litri, effettuando in quest’ultimo un inoculo con un 
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brodo derivante da una crescita nei palloni (prima fase vegetativa) della durata di 70 ore 
anziché 21 ore. L’ intervallo di tempo di 70 ore è stato calcolato strategicamente in modo da 
ottenere una migliore gestione del processo fermentativo in termini di tempo e risorse 
impiegate: si è ipotizzato di utilizzare un intervallo di tempo “morto”, quale ad esempio tutto 
il fine settimana, per la fase di crescita vegetativa nei palloni e, dopo 70 ore di crescita, 
inoculare la biomassa direttamente nel fermentatore per l’avvio della fase produttiva.  
Il pallone, contenente 1 litro di terreno colturale sterile (Tabella 6 paragrafo 3.1.3) e la 
soluzione di glucosio sterile, è stato inoculato con 1 ml del ceppo F e incubato a 30°C ±1, in 
agitatore orbitalico a 165 rpm, per un intervallo di tempo di 70 ore. Al fine di riprodurre le 
condizioni del fermentatore D5 contentente 1000 litri di mezzo colturale e inoculato con 2 
litri di brodo, l’inoculo nel fermentatore D7, contentente 11 litri di terreno, è stato effettuato 
con 20 ml di brodo. La fermentazione è stata condotta alle seguenti condizioni di processo, 
uguali a quelle adottate nella prova in bianco: temperatura 30 °C ±1, agitazione 700 rpm, 
pressione 0,5 bar, airflow 9 litri/minuto. Questa fase è stata monitorata per 40 ore. 
 
3.2.2.5 Prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo fresco 
Lo scopo di questa ulteriore prova è stato il medesimo della prova precedente (par. 3.2.2.4), 
anche se, in questo caso, come inoculo è stato impiegato il brodo fresco derivante da una 
fase di crescita vegetativa in pallone per 24 ore, condizione adottata sulla base dei risultati 
della prova precedente. 
Questa prova, condotta sempre nel fermentatore D7 contentente il mezzo colturale e il 
glucosio sterilizzato separatamente, ha previsto l’inoculo di 20 ml di brodo colturale, con un 
pmv di circa 2, derivanti da una crescita vegetativa in pallone condotta alle stesse condizioni 
della prova precedente per 24 ore. 
Le condizioni operative di conduzione della prova sono state le seguenti: temperatura 30°C 
±1, agitazione 700 rpm, pressione 0,5 bar, airflow 9 litri/minuto. 
Anche in questo caso sono stati monitorati sia il pmv legato alla crescita batterica sia 
l’attività enzimatica, valutata a 21 ore di fermentazione. 
 
3.2.2.6 Prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo doppio in 
una quantità minore di terreno di crescita 
La suddetta prova è stata effettuata con un inoculo microbico doppio su un volume di 
terreno leggermente inferiore, in modo da cercare di ridurre al massimo la fase lag di 
adattamento dei microrganismi osservata dalla prova precedente (paragrafo 3.2.2.5). In 
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questo modo si è proceduto ad un inoculo della biomassa pari a 40 ml provenienti da una 
precedente fase di crescita in pallone per 24 ore e aventi un valore di pmv pari a 2. Le 
condizioni a cui è stata condotta la fermentazione sono state le medesime della prova 
precedente, eccetto il volume di terreno del fermentatore D7 che in questo caso 
corrispondeva a 8 litri. Sono stati monitorati sia il pmv legato alla crescita batterica sia 
l’attività enzimatica, valutata a 21 ore di fermentazione.  
3.2.2.7 Prova per la conduzione di una fermentazione microbica a ricircolo di biomassa 
Come ultima prova, è stata indagata la possibilità di effettuare un processo fermentativo 
basato su un ricircolo di biomassa, mantenendo inalterate le condizioni delle due fasi di 
crescita vegetativa ed effettuando delle modifiche alla sola fase produttiva. Allo scopo di 
ottimizzare tempo e risorse impiegate, supponendo così di effettuare tre processi produttivi 
su scala industriale in una settimana, questa prova si è basata sul mantenimento delle due 
fasi vegetative per il primo processo ed eliminazione delle fasi vegetative degli altri due 
processi. In particolare, la fermentazione microbica a ricircolo di biomassa prevede di 
effettuare un primo processo su scala industriale costituito da due fasi vegetative e una fase 
produttiva; successivamente una piccola parte del brodo scaricato alla fine del processo 
viene utilizzata come inoculo nel fermentatore da 1500 litri ricaricato di terreno fresco e 
sterilizzato, il quale a sua volta, dopo 21 ore di fermentazione, rifornisce la biomassa per il 
terzo processo produttivo. 
La prova è svolta in bioreattore D7 da 15 litri ed è stata così condotta:  
Fase vegetativa: è stato utilizzato un pallone, contenente 1 litro di terreno sterile (Tabella 6) 
e 27 ml di soluzione di glucosio al 50% sterilizzata e aggiunta separatamente, e inoculato 
con 1 ml di microrganismi appartenenti al ceppo F. La crescita è stata condotta per 21 ore ad 
una temperatura di 30°C ±1 e agitazione di 165 rpm. A 20 ore è stato prelevato un campione 
che ha mostrato un pmv di 2,5 %. 
Fase produttiva 
- Prima fermentazione: per mantenere un rapporto di inoculo uguale a quello utilizzato 
nel processo su scala industriale, e più precisamente nel passaggio dalla seconda fase 
vegetativa alla fase produttiva, sono stati inoculati, nel bioreattore da 15 litri 
contenente già il mezzo colturale sterile, 180 ml di brodo colturale avente un pmv di 
2,5% e fatti crescere per 21 ore ad una temperatura di 30°C ±1, agitazione di 700 
rpm, pressione di 0,5 bar e airflow di 9 litri al minuto. A 21 ore il pmv misurato 
corrispondeva al 18%. 
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- Seconda fermentazione: per mantenere lo stesso rapporto di inoculo previsto 
nell’ipotetico processo industriale (4 litri di brodo a pmv 18 su 1000 lt di terreno), 40 
ml di brodo a 21 ore, scaricato dalla fermentazione precedente, è stato mantenuto in 
ambiente sterile per circa 3 ore, intervallo di tempo richiesto per la ri-preparazione 
delle condizioni operative del bioreattore (preparazione mezzo colturale e 
sterilizzazione), e successivamente è stato inoculato nuovamente nel bioreattore da 
15 litri alle stesse condizioni operative della prima fermentazione. A 21 ore il pmv 
misurato corrispondeva anche questa volta al 18%. 
- Terza fermentazione: è stata condotta alle stesse condizioni operative e con lo stesso 
volume di inoculo delle seconda fermentazione.  
I parametri monitorati sono stati sia il pmv legato alla crescita batterica sia l’attività 
enzimatica valutata alla fine di ogni fermentazione, per 21 ore. 
3.3 Analisi dell’attività enzimatica 
Per attività enzimatica si intendono le micromoli di substrato trasformato (o di prodotto 
formato) dall’enzima per unità di tempo: U = µmol/h. 
3.3.1 Principio del metodo 
Il principio del metodo utilizzato per valutare l’attività enzimatica relativa a ciascun ceppo 
saggiato, si è basato su un saggio in primo luogo biochimico e successivamente strumentale 
utilizzando l’HPLC.  
L’obiettivo è stato quello di valutare l’entità dell’idrolisi di un substrato lipidico (S) al suo 
prodotto corrispettivo (P), reazione catalizzata dall’enzima in oggetto nell’arco di tempo di  
un’ora (Figura 16). 
 
Figura 16: Reazione biochimica semplificata, catalizzata dall’enzima lipolitico di interesse 
Per effettuare la determinazione, tre diverse aliquote di soluzione enzimatica sono state 
poste a reagire in ambiente acquoso tamponato in presenza del substrato lipidico, a 37 °C 
per un’ora. Al termine della reazione, substrato e prodotto sono stati estratti mediante 
aggiunta di solvente organico ed analizzati in HPLC.  
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La separazione del prodotto dal substrato avviene per esclusione molecolare: le molecole 
vengono infatti separate in base alla loro grandezza e più la molecola è grande, più ha 
affinità con la fase stazionaria e più lentamente uscirà. 
L’attività enzimatica è stata misurata tramite la relazione tra la % di substrato convertita e il 
volume (ml) effettivo di soluzione enzimatica utilizzata. 
In particolare, la percentuale di conversione del substrato in prodotto viene definita come 
segue: 
(1) C%=(A(P)*100)/(A(P)+A(S) ) 
dove A(P)  e A(S)  rappresentano rispettivamente l’area del picco relativo al prodotto e al 
substrato. 
Le micromoli di prodotto formate sono pari a: 
(2) µmolprodotto=(C%*mg(S)*1000)/PM(S) 
dove mg(S) e PM(S) rappresentano rispettivamente il peso di substrato aggiunto e il suo peso 
molecolare. 
Le micromoli di prodotto formate sono già espresse in unità di tempo (1 ora di reazione) e 
dunque forniscono già il valore di attività U ricercata. Dividendo così tale risultato per il 
volume effettivo di campione analizzato abbiamo ottenuto il risultato espresso in U/ml. 
 
3.3.2 Procedura analitica effettuata 
Materiali utilizzati: 
[I] Soluzione tampone acido acetico/acetato di sodio 0,1 M pH 4,8 
[II] Soluzione CaCl2 7,3 mg/ml in tampone [I] 
[III] Soluzione estraente 11% isopropanolo - 89% n-eptano 
[IV] Substrato della reazione (S) 
La determinazione dell’attività enzimatica è stata condotta sia per le fermentazioni in beuta, 
sia per quelle su BiostatQ e infine anche per quelle derivanti dalle prove di ottimizzazione 
condotte nel bioreattore D7. I campioni sono stati posti in freezer a -18°C sino al momento 
dell’analisi (il congelamento non pregiudica la funzionalità dell’enzima). 
Una volta scongelato, tre aliquote di ciascun campione sono state diluite con tampone [I] in 
modo da avere concentrazioni di enzima tali da produrre al massimo un 10% di conversione 
del substrato, limite al di sopra del quale la linearità del metodo non è più garantita. 
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Nello specifico, i brodi derivanti dalle fermentazioni in beuta sono stati diluiti ponendo 
rispettivamente 1, 2 e 3 ml di campione in tre matracci da 10 ml e portati a volume con 
tampone [I], quelli derivanti dalle fermentazioni in Biostat Q e in bioreattore D7 sono stati 
diluiti in matracci da 20ml. Queste differenze di diluizione fra i campioni, in relazione al 
tipo di fermentazione condotta, si sono basate sull’ipotesi effettuata, secondo cui il BiostatQ 
e il bioreattore D7 fornirebbero migliori condizioni di crescita e di produttività dei ceppi. 
Per l’analisi di ogni singolo campione, dopo aver effettuato le opportune diluizioni, si è 
proceduto alla filtrazione su filtri da 0,45 µm in modo da eliminare la biomassa e recuperare 
il filtrato contenente l’enzima esocellulare di nostro interesse. 
Un volume pari a 1 ml di tali soluzioni è stato posto in 3 diverse provette in vetro con tappo 
a vite e addizionato di 1 ml di CaCl2 [II] e 1 ml di substrato lipidico (S), previamente 
disciolto in tampone [I] a caldo, ad una concentrazione di circa 30 mg/ml. 
Le miscele sono state poste a reagire in bagno termostatato a 37°C, in agitazione per un’ora. 
Al termine del tempo di reazione, le miscele sono state raffreddate in bagno di ghiaccio per 
5 minuti, in modo da bloccare la reazione enzimatica. 
Ad ogni provetta sono stati addizionati 2,25 ml di soluzione estraente [III] e posti in 
agitazione per altri 2 minuti in bagno di ghiaccio. 
Al termine dei 2 minuti si è interrotta l’agitazione sino a completa separazioni delle fasi; da 
ciascuna provetta è stato prelevato il surnatante organico (contenente il substrato e il 
prodotto) e iniettato in colonna HPLC. 
Le condizioni operative sono state le seguenti: 
- Colonna: LiCrhospher 60 RP-Select B, riempita con un polimero C18. 
- Precolonna: LiCrhospher 60 RP-Select B, impiegata per proteggere la colonna da 
eventuali  impurezze 
- Fase mobile: 250 ml acetonitrile, 250 ml metanolo, 250 ml tetraidrofurano, 140 ml 
acqua, 5 ml trietilammina, pH portato a 4,0 con H3PO4  all’85% 
- Flusso: 1,0 ml/min 
- Temperatura: ambiente 
- Detector: UV (207 nm) 
- Inj volume: 20 µl  
- Run time: 20 minuti.  
Le aree dei picchi sono state riportate in un foglio elettronico excel, ottenendo un grafico 
C% in funzione degli ml di soluzione enzimatica; la pendenza della retta estrapolata ha 
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riportato il valore di C%/ml, che, sostituito nella (2) [µmolprodotto=(C%*mg(S)*1000)/PM(S)] 
ha fornito il definitivo valore di attività, espresso in U/ml. 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
4.1 Screening microbico 
Lo screening microbico si è rivelato utile e necessario ai fini di una comprensione 
preliminare della crescita e dello sviluppo dei ceppi saggiati, per la produzione dell’enzima 
lipolitico. 
4.1.1 Prove di crescita in beuta su scala di laboratorio e analisi dell’attività enzimatica 
Le prove effettuate in beuta hanno consentito di valutare la crescita dei microrganismi, in 
termini sia di peso umido (grammi) che di biomassa su volume (pmv, %). 
Le curve di crescita relative ai ceppi saggiati, costruite valutando ad intervalli di tempo di 
circa 3 ore il peso umido della biomassa e la percentuale di biomassa su volume, sono 
riportate nelle Figure 17 e 18.  
 
Figura 17: Curve di crescita nel tempo, costruite valutando a intervalli di circa 3 ore il peso umido della 
biomassa relativo ai ceppi in esame 
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Figura 18: Curve di crescita nel tempo, costruite valutando ad intervalli di circa 3 ore la percentuale di 
biomassa sul volume relativa ai ceppi in esame 
Dai risultati osservati nelle Figure 17 e 18, è possibile evidenziare come tutti i 6 ceppi 
abbiano mostrato una crescita nell’intervallo di tempo prefissato di 37 ore.  
In particolare, i ceppi A, B, C, D, dopo una fase lag di adattamento alle condizioni colturali 
che è durata circa 10 ore, entrano in crescita esponenziale. Per quanto riguarda il ceppo F, 
usato come confronto, tale condizione viene raggiunta circa 3 ore prima, ovvero già dalla 
quinta ora di fermentazione, rispetto a tutti gli altri ceppi saggiati (Figura 17). 
I ceppi A e F raggiungono un valore massimo di crescita in un intervallo di tempo che va 
dalle 18 alle 21 ore per poi entrare in fase di stazionaria e successivamente in fase di 
declino; in particolare il ceppo di confronto F a 21 ore di fermentazione, raggiunge un pmv 
pari al 10 % (Figura 18). I ceppi B e D sembrano invece raggiungere la fase esponenziale fra 
21 e 24 ore e successivamente entrano in fase stazionaria e poi di declino, presentando una 
crescita inferiore rispetto agli altri ceppi. 
Il ceppo C, come è evidenziato nella Figura 18, mostra una fase esponenziale piuttosto lunga 
raggiungendo un pmv pari all’11,5 % a 27 ore, intervallo di tempo dopo il quale comincia 
gradualmente ad entrare in fase stazionaria.  
Un andamento differente è quello relativo al ceppo E, il quale, come è mostrato nelle Figure 
17 e 18, è cresciuto molto lentamente, raggiungendo solo a 37 ore di fermentazione una 
crescita paragonabile agli altri ceppi saggiati. 
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Studi presenti in letteratura mostrano che il meccanismo molecolare di secrezione 
dell’enzima lipolitico di nostro interesse da parte di Streptomyces spp. è correlato allo 
sviluppo microbico, per questo motivo la crescita è stato il parametro preso come 
riferimento per valutare lo sviluppo dei diversi ceppi in relazione alla produzione 
dell’enzima.  
L’attività enzimatica è stata valutata a 21 ore di crescita microbica. In riferimento al decorso 
della fermentazione del ceppo F condotta su scala industriale, 21 ore rappresentano la fine 
della fase esponenziale, caratterizzata da un rapido accrescimento cellulare parallelamente 
ad una crescente produzione dell’enzima, e l’ingresso in fase stazionaria, in cui la crescita 
microbica subisce un rallentamento unitamente ad una diminuzione nella quantità di enzima 
prodotto.  
L’analisi mediante HPLC, effettuata sui brodi di fermentazione relativi ai microrganismi 
cresciuti in beuta, ha fornito dei valori di attività enzimatica scarsi e al limite della 
rilevabilità analitica del metodo pari a 0,8 U/ml (Tabella 10). 
Tabella 10: Valori di attività enzimatica ottenuti dall’analisi relativa ai ceppi cresciuti in beuta 
Ceppo saggiato Attività enzimatica (U/ml) 
Ceppo A 0 
Ceppo B 0 
Ceppo C 0 
Ceppo D 0,9 
Ceppo E 0 
Ceppo F 0,9 
 
La beuta rappresenta un sistema chiuso, caratterizzato da un volume ridotto e, nonostante la 
presenza di alette flangiflutti, l’erogazione dell’aria è limitata ai soli scambi gassosi che si 
verificano fra l’interno e l’esterno attraverso il tappo di cotone. Nonostante la beuta abbia 
rappresentato un sistema utile per valutare lo sviluppo microbico, la quantità di biomassa 
ottenuta dalle crescite in beuta non è stata tale da evidenziare la produttività relativa ai 
diversi ceppi saggiati.  
L’analisi dell’attività enzimatica dei brodi di fermentazione relativa ai ceppi A, B, C, E, non 
ha evidenziato, nei cromatogrammi ottenuti, il picco relativo al prodotto della reazione, 
derivante dall’idrolisi del substrato ad opera dell’enzima. Nonostante i ceppi abbiano 
evidenziato una crescita in beuta, la loro produttività è stata nulla. 
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Per i ceppi D e F è stato invece possibile evidenziare la produttività enzimatica. In 
particolare, come si può osservare dai cromatogrammi ottenuti (Figura 19), il ceppo di 
confronto F e il ceppo D hanno mostrato un’attività enzimatica pari a 0,9 U/ml (Figura 20).  
 
Figura 19: Cromatogrammi relativi all’analisi dell’attività enzimatica in beuta relativa al ceppo F e D. Dal 
cromatogramma si notano il picco relativo al substrato e quello relativo al prodotto della reazione che aumenta 
dalla miscela 1 alla miscela 3  
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Figura 20: Foglio di calcolo elaborato per la determinazione quantitativa dell’attività enzimatica (U/ml) 
relativa alla crescita in beuta del ceppo F e D 
 
4.1.2 Prove di crescita in fermentatori (Biostat Q) su scala da 1 litro e analisi 
dell’attività enzimatica 
Il successivo scale-up delle prove è stato condotto in fermentatori da 1 litro che simulano 
gran parte dei parametri operativi adottati nei bioreattori industriali di volume maggiore. 
È stato valutato, in tempo reale, il decorso di ciascun processo fermentativo, in relazione ad 
alcuni parametri operativi quali pH, pO2, agitazione (“stirring”), temperatura e, attraverso un 
software di monitoraggio delle fermentazioni, sono stati elaborati dei grafici, relativi alla 
crescita di ciascun ceppo in fermentatori da 1 litro (Biostat Q), che hanno fornito 
un’ulteriore comprensione dei tempi di sviluppo dei microrganismi testati. 
La Tabella 11 mostra i valori di attività enzimatica relativi a ciascun ceppo, ottenuti per 
mezzo dell’analisi HLPC effettuata sui campioni a 21 ore di fermentazione. 
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Tabella 11: Valori di attività enzimatica ottenuti dall’analisi relativa ai ceppi cresciuti in fermentatori da 1 litro 
(Biostat Q) 
Ceppo saggiato Attività enzimatica (U/ml) 
Ceppo A 1 
Ceppo B 0 
Ceppo C 0 
Ceppo D 3 
Ceppo E 0 
Ceppo F 9,7 
 
L’andamento della fermentazione relativa al ceppo F è mostrato in Figura 21. 
 
Figura 21: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse), della fermentazione in Biostat Q del 
ceppo F in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, Temperatura)  
Dalla lettura del grafico, dopo una fase lag di adattamento dei microrganismi che dura per 
circa 5 ore e in cui il valore della pO2 rimane costante, il consumo di ossigeno da parte dei 
microrganismi aumenta e la pO2 comincia a decrescere esponenzialmente fino a 10 ore di 
fermentazione. Successivamente, l’andamento della pO2 si avvicina a valori prossimi allo 
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zero e rimane costante fino a 21 ore, fase in cui i microrganismi stanno per entrare in fase 
stazionaria. 
Il pH del mezzo colturale durante la fermentazione rimane pressoché stabile: da un valore 
iniziale di 6.6 raggiunge il valore di 7 a fine fermentazione, mantenendosi nell’intervallo di 
6,5-7,2 ottimale per la crescita dei microrganismi saggiati. L’agitazione, fornita da 
un’ancoretta gestita da un agitatore magnetico, è stata mantenuta costante durante tutto il 
decorso del processo fermentativo. Inoltre, nei fermentatori da 1 litro, il passaggio, 
all’interno di una camicia, di vapore e acqua di raffreddamento consente il mantenimento 
costante della temperatura a 30°C, valore ottimale per i ceppi saggiati.  
L’analisi mediante HPLC del brodo di fermentazione relativo al ceppo F ha mostrato 
un’attività enzimatica pari a 9,7 U/ml come evidenziato dai cromatogrammi allegati (Figura 
22; Figura 23). 
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Figura 22: Cromatogrammi relativi alle tre miscele preparate per l’analisi dell’attività enzimatica relativa al 
ceppo F 
 
Figura 23: Foglio di calcolo elaborato per la determinazione quantitativa del valore dell’attività enzimatica 
(U/ml) relativa al ceppo F  
Il ceppo F, con la fermentazione in Biostat Q, ha mostrato una produttività 10 volte 
maggiore rispetto a quella ottenuta in beuta. Ciò è dovuto alle differenze operative di 
conduzione delle due prove. In particolare, in Biostat Q il volume del mezzo colturale e la 
quantità di inoculo erano maggiori, inoltre l’inoculo effettuato derivava da una fase di 
precoltura di 24 ore in cui i microrganismi si trovavano già metabolicamente attivi rispetto a 
quanto effettuato in beuta mediante inoculo crioconservato in azoto liquido. Un’altra 
differenza è quella relativa all’erogazione dell’aria, che, in Biostat Q, è avvenuta mediante 
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apertura di un’apposita valvola direttamente nel fermentatore unitamente all’agitazione 
fornita da un’ancoretta magnetica.   
Il grafico relativo alla fermentazione del ceppo D è riportato in Figura 24. 
L’andamento della pO2 è risultato simile a quello del ceppo F, evidenziando una 
diminuzione graduale fino a 10 ore. Successivamente, la presenza di vari picchi 
nell’andamento è legata ad un malfunzionamento rilevato in quella sonda. 
 
Figura 24: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della fermentazione in Biostat Q del 
ceppo di riferimento D in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, 
Temperatura) 
Il pH mostra un andamento differente rispetto a quello osservato nella fermentazione del 
ceppo F: a partire da 10 ore, comincia a diminuire gradualmente per poi aumentare 
nuovamente dopo 20 ore. Questo andamento potrebbe essere dovuto ad un esaurimento del 
glucosio nel mezzo colturale e utilizzo, da parte dei microrganismi, delle proteine con il 
conseguente rilascio di molecole basiche che comporta un aumento del pH. 
L’analisi mediante HPLC del brodo di fermentazione relativo al ceppo D ha fornito 
un’attività enzimatica pari a 3 U/ml, valore circa 3 volte più grande rispetto a quello ottenuto 
dalla crescita in beuta.  
L’andamento del processo fermentativo relativo al ceppo B è mostrato in Figura 25. 
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Figura 25: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della fermentazione in Biostat Q del 
ceppo B in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, Temperatura) 
Dopo circa 3 ore di fermentazione, i microrganismi entrano in fase esponenziale e la pO2 
comincia a decrescere repentinamente; fra 8 e 12 ore ha un andamento costante, prossimo 
allo zero, seguito da un ulteriore aumento. Tale andamento evidenzia che il microrganismo 
cresce poco ma molto velocemente, per cui nell’intervallo di tempo relativo a 21 ore, si 
trova già in fase di morte. Il pH, da un valore iniziale pari a 6,6, dopo 8 ore comincia a 
decrescere raggiungendo un valore di 5 a fine fermentazione. 
Diversamente dai ceppi D ed F, l’attività enzimatica relativa al ceppo B è risultata nulla; 
infatti nei cromatogrammi relativi all’analisi mediante HPLC, i picchi relativi al prodotto di 
reazione sono risultati assenti. 
L’andamento della fermentazione relativa al ceppo C è mostrata in Figura 26.  
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Figura 26: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della fermentazione in Biostat Q del 
ceppo C in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, Temperatura) 
Dalla lettura dell’andamento relativo alla pO2, viene evidenziato un prolungamento di circa 
3 ore della fase lag rispetto al ceppo di confronto F. La pO2 mostra un andamento 
decrescente fra 7 e 12 ore, intervallo di tempo in cui i microrganismi entrano in fase 
esponenziale. Successivamente mantiene un andamento costante per tutta la durata del 
processo, raggiungendo un valore prossimo allo zero. Il pH, da un valore iniziale di 7, 
mostra un aumento fra 10 e 15 ore e successivamente diminuisce gradualmente fino al 
valore di 6,1. La fermentazione, pur mostrando un andamento della pO2 simile a quello del 
ceppo F, non ha avuto un esito positivo: l’analisi dell’attività enzimatica ha evidenziato una 
produttività nulla.  
In Figura 27 è riportato l’andamento della fermentazione relativa al ceppo A.  
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Figura 27: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della fermentazione in Biostat Q del 
ceppo A in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, Temperatura) 
L’andamento decrescente della pO2 a partire già da 3 ore, mostra che i microrganismi si 
adattano subito alle nuove condizioni colturali, crescendo molto velocemente. In 
corrispondenza di 21 ore, viene evidenziata la presenza di un picco della pO2, condizione che 
può essere spiegata dal subentro di una fase di morte cellulare legata probabilmente 
all’esaurimento di nutrienti e accumulo di metaboliti tossici. Il pH mostra un andamento 
decrescente fra 7 e 12 ore, e, in corrispondenza di 21 ore, viene evidenziato un aumento. 
Questo andamento, come nel caso del ceppo D, potrebbe essere spiegato considerando un 
cambio metabolico da parte dei microrganismi: l’esaurimento dello zucchero e l’utilizzo 
delle proteine come fonte nutritiva, giustificherebbero l’innalzamento del pH. L’analisi 
HPLC ha mostrato un valore di attività enzimatica pari a 1 U/ml.  
Il ceppo E mostra un andamento della fermentazione in Biostat Q simile a quello relativo 
alla sua crescita in beuta (Figura 28). 
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Figura 28: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della fermentazione in Biostat Q del 
ceppo E in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, Temperatura) 
Il ceppo E anche in Biostat Q ha presentato una crescita molto lenta, evidenziata da una fase 
lag di adattamento più lunga rispetto a quella relativa a tutti gli altri ceppi saggiati. Come per 
il ceppo B, anche in questo caso il pH, a partire da 15 ore, diminuisce gradualmente fino ad 
arrivare ad un valore di 5 a fine processo. 
Tutti i risultati ottenuti confermano la maggiore produttività del ceppo F rispetto a tutti gli 
altri ceppi saggiati. In particolare, i ceppi F e D che in beuta avevano mostrato una 
produttività bassa ma diversa da zero, si sono confermati produttori dell’enzima anche in 
fermentatori da 1 litro. Le prove effettuate nel Biostat Q hanno mostrato un migliore decorso 
della fermentazione e una maggiore produttività rispetto alle prove di crescita in beuta, 
coerentemente con quanto ipotizzato secondo cui le condizioni operative adottate attraverso 
il Biostat Q, si avvicinerebbero maggiormente a quelle che caratterizzano un processo 
fermentativo su scala industriale condotto nei bioreattori. In questo senso, il processo 
fermentativo condotto sui bioreattori a livello industriale si è dimostrato più facilmente 
riproducibile quando effettuato sul Biostat Q rispetto alla sua conduzione in  beuta su scala 
di laboratorio.  
Il ceppo D, che ha mostrato produttività sia in beuta che in Biostat Q, sarà sottoposto a 
successivi studi provando a modificare alcune condizioni che in questa fase preliminare 
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sono state mantenute costanti, fra cui ad esempio la composizione del mezzo colturale e 
alcuni parametri di fermentazione, in parallelo ad uno studio fisio-metabolico più mirato. 
Anche il ceppo A, il cui grafico ottenuto dalla fermentazione in Biostat Q mostra un 
aumento di pH nel mezzo, un picco di pO2 a fine fermentazione e una produttività scarsa ma 
comunque diversa da zero, necessita di ulteriore indagine futura, basata su un cambiamento 
delle condizioni di fermentazione.  
Ad oggi, non esistono lavori in letteratura riguardo i fattori generali che rendono ottimali le 
condizioni di produzione degli enzimi lipolitici. I parametri impostati durante la 
fermentazione quali pH, temperatura e flusso di ossigeno, potrebbero svolgere un ulteriore 
ruolo nella secrezione di tale enzima dato che la produzione di enzimi lipolitici fra cui lipasi 
e fosfolipasi è legata alla fase di crescita cellulare come è stato mostrato negli studi effettuati 
su Streptomyces spp., Staphylococcus spp. e Pseudomonas aeruginosa (Jaeger et al., 1999).  
Nell’ambito dello screening finalizzato a valutare la produttività dei diversi microrganismi 
saggiati, i ceppi B e C che non hanno prodotto in nessuno dei due processi fermentativi 
(beuta e fermentatori da 1 litro), vengono esclusi. Il ceppo E  ha mostrato un lento sviluppo 
e, nonostante raggiunga solo a 37 ore di crescita in beuta un valore di pmv elevato e pari al 
9%, viene escluso ai fini di un suo impiego a livello industriale, considerando che 
l’intervallo di tempo prefissato per gestire il processo fermentativo per la produzione 
dell’enzima lipolitico su scala industriale rientra fra 20 e 21 ore. 
Questo studio evidenzia che sebbene la crescita sia un parametro fondamentale e necessario 
per valutare lo sviluppo dei diversi ceppi in relazione alla loro produttività, tale condizione 
non si è dimostrata ugualmente sufficiente per garantire una buona produttività in termini di 
secrezione della molecola di interesse. Caso particolare quello relativo ai ceppi C ed E i 
quali, nonostante abbiano presentato una buona crescita dimostrata da un pmv a 21 ore in 
Biostat Q pari rispettivamente a 12.5% e 9%, e quindi prossimo o talvolta superiore a quello 
relativo al ceppo di confronto F pari a 10.5%, dall’analisi dell’attività enzimatica hanno 
mostrato una produttività nulla. 
 
 
 
 
 
 
- 67 - 
 
4.2 Ottimizzazione sulle fasi del processo biotecnologico per la produzione 
dell’enzima lipolitico 
Successivamente, sono state eseguite una serie di prove, sia su scala di laboratorio che a 
livello impiantistico, eliminando la seconda fase vegetativa del processo e modificando la 
composizione e sterilizzazione del mezzo colturale, allo scopo di aumentare la resa 
dell’enzima prodotto unitamente alla diminuzione dei costi di produzione. Di seguito sono 
riportati i risultati delle prove, effettuate utilizzando il ceppo F confermatosi il maggiore 
produttore dell’enzima. 
4.2.1 Prove su scala di laboratorio 
4.2.1.1 Sterilizzazione del glucosio unitamente alla sterilizzazione del terreno nel 
bioreattore 
Questa prova ha avuto la finalità di indagare la possibilità di sterilizzare il glucosio insieme 
al terreno, entrambi nello stesso bioreattore.  
I risultati, ottenuti prelevando dei campioni a diversi intervalli di tempo, allo scopo di 
monitorare la crescita microbica in termini di pmv (%), e valutando visivamente nel tempo il 
livello di torbidità del mezzo, sono descritti nelle Tabelle di seguito riportate (Tabella 12; 
Tabella 13): 
 
Tabella 12:  Pallone A (glucosio con terreno) 
Campionamento 
Tempo di  
Fermentazione 
(h) 
Pmv 
(%) 
Controllo visivo 
1 21 1 
Torbidità quasi 
assente e assenza di 
grandi colonie 
2 40 1 
Torbidità quasi 
assente e assenza di 
grandi colonie 
3 65 1,5 
Buona torbidità e 
grandi colonie in 
sospensione 
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Tabella 13: Pallone B (glucosio aggiunto separatamente) 
 
 
I dati relativi al monitoraggio della percentuale di biomassa su volume (pmv) e al controllo 
visivo della torbidità portano alla conclusione che la sterilizzazione del glucosio unitamente 
al terreno (pallone A) comporti una velocità di crescita microbica inferiore rispetto alla 
crescita nel terreno in cui il glucosio è stato sterilizzato separatamente (pallone B). 
I campionamenti sono stati effettuati a 21, 40 e 65 ore di fermentazione. Nonostante la 
volontà di mantenere a 21 ore il tempo per la conduzione del processo fermentativo su scala 
industriale, questa prova è stata condotta fino a 65 ore per ottenere una maggiore 
comprensione dei tempi di crescita relativi ai microrganismi inoculati nei due palloni, che 
presentavano diversa composizione e sterilizzazione del mezzo colturale.  
In particolare, nel pallone A il pmv pari a 1% è rimasto invariato fino a 40 ore e solo a 65 
ore di fermentazione è stata rilevata una buona crescita legata ad un aumento del pmv pari a 
1,5%, alla torbidità del mezzo e alla presenza di grandi colonie in sospensione. 
Diversamente, nel pallone B, già a 21 ore di fermentazione è stata raggiunta una percentuale 
di biomassa pari al 2%, valore che va diminuendo nel tempo, parallelamente al fatto che i 
microrganismi dopo un certo intervallo vanno incontro a lisi cellulare entrando in fase di 
morte per assenza di nutrienti e accumulo di metaboliti tossici. Dal controllo visivo del 
pallone B, già da 21 ore di fermentazione, è stata evidenziata una buona torbidità del mezzo 
e la presenza di grandi colonie in sospensione.  
In questo modo, si può confermare che le differenze nella velocità di crescita microbica 
osservate nei due palloni A e B siano probabilmente legate all’instaurazione, nel pallone A 
in cui il glucosio viene sterilizzato unitamente al terreno, di una reazione chimica 
termodipendente fra i gruppi carbonilici dello zucchero e i gruppi amminici liberi delle 
Campionamento 
Tempo di  
Fermentazione 
(h) 
PMV 
(%) 
Controllo visivo 
1 21 2 
buona torbidità e 
grandi colonie in 
sospensione 
2 40 0,8 
buona torbidità e 
grandi colonie in 
sospensione 
3 65 0,8 
buona torbidità e 
grandi colonie in 
sospensione 
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proteine, con conseguente indisponibilità del glucosio come fonte nutritiva e formazione di 
molecole tossiche che ostacolerebbero lo sviluppo microbico.  
La possibilità di sterilizzare il glucosio unitamente al terreno deve essere ulteriormente 
indagata in quanto potrebbe configurarsi altamente vantaggiosa, per un’evidente efficienza 
in termini sia di tempo che di risorse disponibili, dato che il serbatoio che ad oggi viene 
impiegato per la sterilizzazione separata del glucosio potrebbe essere utilizzato per un’altra 
attività aziendale. 
 
4.2.2 Prove a livello impiantistico 
4.2.2.1 Prova bianco in scala da 15 litri per confronto 
Lo scopo di questa prova è stato quello di riprodurre in scala da 15 litri, il processo che 
avviene normalmente su scala industriale (1500 litri), in modo da avere un riferimento per le 
successive prove di ottimizzazione effettuate, che, per ovvie ragioni basate sull’economia e 
sul tempo disponibile, sono state condotte su scala ridotta rispetto a quella su cui 
normalmente avviene il processo produttivo. 
I risultati relativi all’analisi dell’attività enzimatica e al monitoraggio della crescita 
microbica in termini di pmv a 21 e 40 ore di fermentazione sono riportati in Tabella 14.  
Tabella 14: Risultati relativi alla prova in bianco in scala da 15 litri  
Campionamento 
Tempo di  
Fermentazione 
(h) 
Pmv 
(%) 
Attività enzimatica 
(U/ml) 
1 21 16 30 
2 40 9 Non valutata 
 
Dal monitoraggio dello sviluppo microbico, in termini di pmv e tempo di crescita, è stata 
evidenziata una buona riproducibilità con il processo tutt’oggi condotto su scala industriale. 
L’andamento della pO2 è osservabile dal grafico riportato in Figura 29, preso come 
riferimento per le prove successive. In particolare, a 21 ore sono stati valutati un pmv pari al 
16% e un’attività enzimatica di 30 U/ml, unitamente ad una notevole diminuzione della pO2, 
chiaro segno di una crescita microbica esponenziale. Dal prelievo di un secondo campione a 
45 ore di fermentazione, si è riscontrata una notevole diminuzione della percentuale di 
biomassa unitamente ad un aumento della pO2 che già da 22 ore comincia a risalire, 
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arrivando a 40 ore di fermentazione ad un valore pari al 100%, come evidenziato nella 
Figura 29.  
L’andamento decrescente del pmv e la risalita della pO2 a partire da 22 ore di fermentazione, 
concordano con la supposizione avanzata nella prova precedente (paragrafo 4.2.1.1) 
riguardo il raggiungimento della fase di morte cellulare nell’intervallo di tempo successivo a 
21 ore di fermentazione. 
 
 
Figura 29: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse), della fermentazione del ceppo F in 
bioreattore D7, in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, 
Temperatura) 
 
4.2.2.2 Prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo a 70 ore di 
fermentazione 
La soppressione della seconda fase vegetativa potrebbe essere auspicabile per ridurre il 
tempo di gestione del processo fermentativo su scala industriale, oltre che per ottimizzare le 
risorse impiegate nella sua conduzione. Nell’ottica del processo condotto su scala 
industriale, la gestione della prima fase vegetativa in palloni per un intervallo di tempo di 70 
ore permetterebbe ipoteticamente l’utilizzo di un tempo morto, quale ad esempio il fine 
settimana, per favorire la crescita dei microrganismi e ottenere una quantità di biomassa tale 
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da essere inoculata direttamente nel bioreattore D5 da 1500 litri, eliminando così la seconda 
fase vegetativa.  
Il monitoraggio del processo per 40 ore ha messo in evidenza la mancata crescita microbica 
per tutta la durata della fermentazione, condizione confermata dal parametro relativo alla 
pO2 che, come si evince dal grafico in Figura 30, rimane al 100%, valore impostato 
all’inizio della fermentazione. 
 
Figura 30: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della prova di soppressione della 
seconda fase vegetativa ,in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, 
Temperatura) 
In Tabella 15 sono riportati i risultati relativi ai campionamenti effettuati durante la 
fermentazione, valutando il pmv.  
Tabella 15: Risultati relativi alla prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo a 70 
ore di fermentazione 
Campionamento 
Tempo di  
Fermentazione 
(h) 
Pmv 
(%) 
Attività enzimatica 
(U/ml) 
1 21 0 Non valutata 
2 40 0 Non valutata 
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I risultati ottenuti evidenziano che la conduzione della prima fase vegetativa per un tempo 
maggiore rispetto alle 21 ore consuete, si è rivelata eccessiva e, con tutta probabilità, non 
idonea a mantenere la biomassa vitale e pronta per essere ri-attivata dal successivo inoculo 
nel bioreattore D7 da 15 litri, nell’ambito della fase produttiva. 
 
4.2.2.3 Prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo fresco 
La conduzione della prima fase vegetativa per 24 ore e il successivo inoculo, nel bioreattore 
D7 da 15 litri, del brodo derivante da tale fase, hanno riguardato questa ulteriore prova a 
livello impiantistico. 
Rispetto al grafico relativo alla prova in bianco (paragrafo 4.2.2.1; Figura 29), nella Figura 
31 viene evidenziato un ritardo di 5 ore nella discesa della pO2 nel mezzo colturale, 
andamento legato ad un aumento della fase lag di adattamento dei microrganismi, 
probabilmente dovuto ad un insufficiente inoculo di biomassa dai palloni direttamente al 
fermentatore D7.  
 
 
Figura 31: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse), della prova di soppressione della 
seconda fase vegetativa ,in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione “Stirring”, 
Temperatura) 
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Dal monitoraggio del processo, è emerso che dopo 20 ore si raggiunge un pmv leggermente 
inferiore rispetto alla prova in bianco (Tabella 16), facendo così ipotizzare un possibile 
incremento del rapporto di inoculo, realizzatosi nella prova successiva. 
Tabella 16: Risultati relativi alla prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo fresco  
Campionamento 
Tempo di  
Fermentazione 
(h) 
Pmv 
(%) 
Attività enzimatica 
(U/ml) 
1 21 14 16,3 
 
4.2.2.4 Prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo doppio in 
una quantità minore di terreno di crescita 
Considerando i risultati della prova precedente, la suddetta prova è stata effettuata con un 
inoculo microbico doppio su un volume di terreno leggermente inferiore, in modo da cercare 
di ridurre al massimo la fase lag di adattamento dei microrganismi osservata dalla prova 
precedente. La fermentazione così condotta ha apportato un incremento nella velocità di 
crescita dei microrganismi, parametro confermato dal fatto che lo stesso andamento della 
pO2, come si evince dal grafico (Figura 32), si avvicina a quello relativo alla prova in bianco 
(Figura 29, paragrafo 4.2.2.1); infatti, sia nella prova in bianco che nella presente prova, la 
discesa della pO2 avviene poco dopo le 10 ore di fermentazione.  
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Figura 32: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della prova di soppressione della 
seconda fase vegetativa mediante inoculo doppio ,in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, 
Agitazione “Stirring”, Temperatura) 
In Tabella 17 sono riportati i risultati ottenuti. Nonostante l’andamento ottenuto (Figura 32) 
sia simile a quello relativo alla prova in bianco, analogia confermata anche dallo stesso 
valore di pmv a 21 ore, l’analisi HPLC ha fornito un valore di attività enzimatica inferiore a 
quello relativo alla prova in bianco (Tabella 14; paragrafo 4.2.2.1) ma comunque accettabile. 
Tabella 17: Risultati relativi alla prova di soppressione della seconda fase vegetativa mediante inoculo doppio 
Campionamento 
Tempo di  
Fermentazione 
(h) 
Pmv 
(%) 
Attività enzimatica 
(U/ml) 
1 21 15 24,3 
 
4.2.2.5 Prova per la conduzione di una fermentazione microbica a ricircolo di biomassa 
La possibilità di condurre un processo biotecnologico mediante un sistema a ricircolo di 
biomassa rappresenterebbe un grosso obiettivo di ottimizzazione che presenta dei vantaggi 
non indifferenti a livello industriale.  
Allo scopo di ottimizzare tempo e risorse impiegate nella conduzione del processo, 
supponendo così di effettuare tre processi produttivi su scala industriale in una settimana, 
questa prova si è basata sull’ipotesi di mantenere solamente le due fasi vegetative per il 
primo processo ed eliminare le fasi vegetative degli altri due processi.  
In Tabella 18 sono riportati i risultati relativi alla suddetta prova. 
Tabella 18: Risultati relativi alla prova per la conduzione di una fermentazione microbica a ricircolo di 
biomassa 
 
 
Fermentazione Campionamento 
Tempo di 
Fermentazione 
(h) 
Pmv 
(%) 
Attività enzimatica 
(U/ml) 
1 1 21 17-18 29,7 
2 1 21 17-18 28,2 
3 1 21 17-18 18,5 
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Nonostante sia stata evidenziata la crescita microbica, si raggiunge infatti il 17-18% di pmv 
in ciascuna delle tre fermentazioni, l’analisi dell’attività enzimatica ha fornito dei valori 
differenti fra loro: si passa da un’attività di 29,7 U/ml a 28,2 U/ml e poi a 18,5 U/ml, 
rispettivamente nella prima, seconda e terza fermentazione. 
Inoltre un aspetto interessante è quello legato all’andamento della pO2: come emerge dai 
grafici (Figura 33; Figura 34; Figura 35), a parte la prima fermentazione in cui la pO2  inizia 
a scendere già dopo 10 ore di fermentazione, mostrando un andamento uguale a quello 
relativo alla prova in bianco (Figura 29; paragrafo 4.2.2.1), negli altri due processi 
fermentativi la discesa avviene con un ritardo di 5 ore, probabile sintomo di una fase lag di 
adattamento più lunga per i microrganismi.  
 
 
Figura 33: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse), della prima fermentazione della 
prova con ricircolo di biomassa, in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione 
“Stirring”, Temperatura) 
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Figura 34: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse), della seconda fermentazione della 
prova con ricircolo di biomassa, in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione 
“Stirring”, Temperatura) 
 
 
Figura 35: Grafico relativo all’andamento, nel tempo (asse delle ascisse),  della terza fermentazione della 
prova con ricircolo di biomassa, in relazione ad alcune variabili (asse delle ordinate: pH, pO2, Agitazione 
“Stirring”, Temperatura) 
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I risultati ottenuti riguardo l’andamento della pO2 confermano i valori dell’attività 
enzimatica, che varia di 1,5 U/ml fra le prime due fermentazioni e nella terza diviene 
marcatamente più bassa. Da questo è possibile ipotizzare che la biomassa derivante dal 
brodo scaricato, a causa della presenza in quest’ultimo di metaboliti tossici, impieghi più 
tempo per una successiva riattivazione metabolica e quindi per lo svolgimento di tutti quei 
processi biochimici e cellulari che consentono alle cellule di aumentare la loro 
concentrazione in vista della secrezione dell’enzima. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 78 - 
 
5. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 
 
Il presente lavoro di tesi ha riguardato la produzione, per via fermentativa, di un enzima 
lipolitico derivante da Streptomyces spp. da impiegare nel settore alimentare e nutraceutico. 
 
 Nell’ambito dello screening microbico, le prove di crescita in beuta non hanno 
permesso di evidenziare differenze significative fra i 6 ceppi saggiati. Diversamente 
nelle prove di fermentazione in Biostat Q i ceppi F e D hanno evidenziato un’attività 
enzimatica di 9,7 e 3 U/ml rispettivamente. Il ceppo F, attualmente utilizzato nella 
produzione industriale, è stato pertanto confermato il maggiore produttore 
dell’enzima lipolitico ricercato e impiegato nelle successive prove di ottimizzazione. 
 
 Nell’ambito della prova di ottimizzazione su scala di laboratorio, i risultati migliori 
in termini di maggiore crescita microbica a 21 ore, sono stati ottenuti sterilizzando il 
glucosio separatamente dal mezzo colturale.  
 
 Nell’ambito delle prove di ottimizzazione a livello impiantistico, le prove effettuate 
eliminando la seconda fase vegetativa hanno evidenziato un’attività enzimatica di 
16,3 U/ml e 24,4 U/ml, valori più bassi rispetto a quanto ottenuto nella prova in 
bianco (30 U/ml). Il processo dovrà essere quindi condotto mediante le due fasi 
vegetative. La prova di fermentazione a ricircolo di biomassa ha mostrato un’attività 
enzimatica che nelle prime due fermentazioni si avvicina alla prova in bianco (29,7 
U/ml e 28,2 U/ml rispettivamente) e nella terza diviene marcatamente più bassa (18, 
5 U/ml). Considerando tali risultati, l’utilizzo di questa strategia a livello industriale 
sarà ulteriormente analizzato. 
 
In generale, nell’ambito di una migliore caratterizzazione e gestione del processo 
biotecnologico, è auspicabile che vengano effettuate ulteriori modifiche alle fasi del 
processo, allo scopo di ridurre al minimo la fase lag dei microrganismi e ottenere una buona 
produzione dell’enzima. Una più profonda comprensione dei meccanismi molecolari che 
regolano la sintesi degli enzimi microbici sarà inoltre necessaria per la progettazione di 
impianti e metodologie operative sempre più idonee alla riproduzione industriale dei 
processi metabolici. 
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